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La función esencial del sistema inmune es la protección del
organismo mediante la eliminación o destrucción de los antígenos
extraños <“no-propios”). Por tanto, la distinción entre antígenos
“propios” y “no-propios” es fundamental para el sistema inmune. Una
“tolerancia inmune” excesiva ante antígenos extraños crearía un estado
virtual de inmunodeficiencia, mientras que una “tolerancia inmune”
defectuosa podría conducir al desarrollo de una reacción autoinmune
patológica y. eventualmente, a una enfermedad autoinmune.
El mecanismo por el cual se produce el grado adecuado de
tolerancia inmune es poco conocido. La “Teoría de la Selección Clonal”
(1) propuso que los linfocitos con potencial de atacar antigenos propios
eran eliminados durante el desarrollo del sistema inmune. Algunos clones
autorreactivos “prohibidos” podrían escapar a este mecanismo de
selección originando las enfermedades autoinmunes. Aunque la
posibilidad de eliminación de los clones autorreactivos ha sido probada
experimentalmente (2), se pueden hallar estos clones en personas sanas
con una frecuencia superior a la esperada (3,4), sugiriendo que este
mecanismo no es suficiente para explicar el fenómeno cte tolerancia
inmunológica.
Parece ser que, aunque los clones autorreactivos existen en
personas sanas, se hallan bajo un estrecho control por el sistema inmune,
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probablemente por parte de linfocitos T específicos que reconocen las
células efectoras autoinmunes. Por otra parte, hay pruebas de la función
fisiológica de ciertas reacciones autoinmunes, probablemente con la
finalidad de eliminar los autoantígenos liberados por la muerte celular (5)
o intervenir en la regulación del sistema inmune a través de la red
idiotípica. Estas reacciones y los mecanismos que las regulan son poco
conocidas, y se ignora la causa por la que, en determinadas
circunstancias, pueden inducir una enfermedad autoinmune.
La autoinmunidad, en resumen, es consecuencia del fallo o ruptura
de los mecanismos fisiológicos responsables de mantener la tolerancia a lo
propio. Sin embargo, ¡os fenómenos autoinmunes sólo se convierten en
enfermedad autoinmune cuando no están dirigidos a cumplir un papel
fisiológico en el organismo.
PATOGENIA DE LAS ENFERMEDADES AUTOINMUNES
Las enfermedades autoinmunes son variables en su expresión
clínica y pronóstico, pero presentan rasgos patogénicos comunes. Las
diferencias parecen relacionarse con la naturaleza del autoantígeno
implicado, los patrones de migración leucocitaria y los mecanismos
reguladores inmunológicos, incluyendo citocinas, autoanticuerpos y
células T citotóxicas. La figura 1 esquematiza la respuesta autoinmune y
los posibles mecanismos inductores y efectores de autoinmunidad. En
general, se requieren al menos tres condiciones previas : la persistencia
de linfocitos T y E autorreactivos. la accesibilidad del sistema inmune al
autoantígeno, y el procesamiento y presentación del autoantigeno por una
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célula presentadora de antigeno, lo cual se realiza, en conjunción con una
molécula del complejo mayor de histocompatibilidad de clase II, ante los
linfocitos T “helper”.
En conjunto. los mecanismos inductores de autoinmunidad pueden
clasificarse en tres grandes grupos
a) relacionados con peculiaridades del autoantígeno.
b) relacionados con las células presentadoras de antigeno
c) relacionados con los mecanismos inmunorreguladores
Dentro del primer grupo, se comentarán a continuación los
principales mecanismos
U Un autoantigeno que normalmente no entra en contacto con el
sistema inmune puede, caso de hacerlo, originar una respuesta
autoinmune, dado que no ha podido producirse previamente el proceso de
tolerancia inmune. Así, los antígenos del esperma, habitualmente
separados de los mecanismos inmunes, pueden inducir la aparición de
autoanticuerpos cuando entran en contacto con el sistema inmune, por
ejemplo tras una vasectomía <6). Actualmente se cree que estos
autoanticuerpos no generan enfermedad autoinmune franca en el ser
humano.
2) El mecanismo inductor de autoinmunidad denominado
“mimetismo molecular” supone que un autoantígeno y un antígeno
exógeno, como el de un microorganismo infeccioso, pueden compartir
determinantes antigénicos, lo que convierte la respuesta inmune normal
contra el microorganismo en una respuesta autoinmune. Un ejemplo
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clásico es el de la fiebre reumática, en la que se supone el mimetismo
molecular entre un antígeno del estreptococo beta-hemolítico y la miosina
del músculo cardiaco (7). En este mecanismo, es crucial la similitud entre
el antígeno propio y el no-propio, lo suficiente para generar inmunidad
cruzada, pero sin que exista una identidad absoluta entre ambos, ya que
ello podría generar un mecanismo de tolerancia inmune. Asimismo, el
mantenimiento de la respuesta autoinmune requiere un reforzamiento de
la misma por parte del autoantígeno, perpetuando así la reacción inmune.
En general, este mecanismo es difícil de reproducir experimentalmente,
por lo que muchos supuestos de mimetismo molecular han sido,
probablemente. sobreestimados.
3) La alteración molecular de un autoantígeno, ante el cual existía
tolerancia inmune, puede desencadenar una reacción autoinmune. Si la
alteración es provocada “in vitro”, en algunas ocasiones los anticuerpos
producidos contra el autoantigeno modificado pueden tambien reaccionar
con el antígeno nativo “in vivo”. En ciertas ocasiones, las modificaciones
del autoantígeno pueden producirse directamente “in vivo”,
probablemente por Ja acción de fármacos, productos químicos e
infecciones. Este sería el posible mecanismo inductor de la miocarditis
desencadenada por la infección con el virus Coxsackie 83 en ratones (8),
en la que algunos autores han propuesto que la infección viral altera las
características de la miosina cardiaca, generando una reacción
autoinmune (9).
4) Determinados autoantígenos a los que se adicionan grupos
hapténicos de origen exógeno, podrían convertirse en diana de una
reacción autoinmune tras ser sometidos a dicha modificación. Este
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mecanismo permitiría explicar ciertas reacciones autoinmunes provocadas
por fármacos, como por ejemplo, el desarrollo de anemia hemolítica
autoinmune dirigida contra antígenos del sistema Rh después de la
administración de alfa-metildopa (10).
5) En ciertas ocasiones, algunos anticuerpos anti-idiotipo podrían,
accidentalmente, reproducir la configuración de un autoantígeno, contra
el cual desencadenarían una respuesta autoinmune. Este mecanismo (“de
imagen interna”) ha sido propuesto en un ejemplo de miastenia gravis
experimental en conejos (11).
6) En el contexto de enfermedades neoplásicas, ciertos antígenos
tumorales podrían compartir epítopos que simularían los presentes en
determinados autoantígenos, generando así una respuesta autoinmune,
habitualmente denominada paraneoplásica. Este mecanismo se ha
propuesto en tumores ováricos asociados a degeneración cerebelosa con
presencia de anticuemos contra las células de Purkinje (12). También se
ha descrito la aparición de autoanticuerpos acantolíticos y pénfigo
paraneoplásico en asociación a diferentes tipos de tumores (13).
En el segundo grupo de mecanismos inductores de autoinmunidad
se incluyen determinadas alteraciones de las células presentadoras de
antígeno. Distinguimos dos mecanismos principales
1) La expresión aberrante de moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (CMH) por células componentes de un tejido,
conjuntamente con un autoantígeno constituyente de la célula, podría
iniciar una respuesta autoinmune contra el tejido. Este es el mecanismo
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propuesto para la diabetes insulin-dependiente, en la cual las células de los
islotes pancreáticos exhiben dicha expresión aberrante (14). Aunque este
mecanismo ha sido sugerido en otros contextos de enfermedad
autoinmune, experimentalmente, sin embargo, no han podido inducirse
reacciones autoinmunes incrementando la expresión de moléculas de clase
11 dei CMH por parte de los tejidos diana.
2) Las infecciones virales, capaces de provocar la secreción de
interferón gamma. pueden, a través de esta citocina, incrementar la
expresión de moléculas de clase II del CMH, induciendo una respuesta
autoinmune contra determinados tejidos de una forma similar a la
descrita en el anterior apartado. Asimismo, tambien podría incrementar
la expresión de moléculas de clase 1 del CMH, induciendo un daño
citotóxico tisular mediado por linfocitos T CD8-i-. Tampoco hay evidencia
experimental sobre este posible mecanismo inductor de autoinmunidad.
El tercer y último grupo de mecanismos inductores de
autoinmunidad coníleva la alteración de los sistemas inmunorreguiadores.
Dentro de este grupo distinguimos los siguientes mecanismos
1) El fallo en la delección clonal completa de ciertos clones
autorreactivos podría explicar la posibilidad de reacciones autoinmunes
en determinados individuos, aunque probablemente son necesanas otras
alteraciones inmunorreguladoras para desencadenar la autoinmunidad.
2) Existe evidencia experimental de que ciertos clones de linfocitos
T supresores pueden “proteger” a los animales de experimentación contra
mecanismos exógenos capaces de inducir respuestas autoinmunes. Esta
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protección en transferible a otros animales mediante células esplénicas del
animal protegido, y especificamente a través de una línea de células T
supresoras (15.16). Asimismo, cepas de ratones con alta susceptibilidad a
la generación de respuestas autoinmunes, son deficitarios en la
producción de células supresoras específicas de antígeno, y esta
producción se reduce progresivamente en los animales más viejos, lo cual
se correlaciona con la mayor predisposición de estos animales al
desarrollo de enfermedades autoinmunes (17). Aunque no se han
encontrado evidencias similares en humanos, se ha postulado que una
reducción de los linfocitos T supresores antígeno-específicos podría
inducir reacciones autoinmunes en determinados contextos clínicos como
la artritis reumatoide (AR) o la tiroiditis de Hashimoto (18,1<)).
3> Dentro de la dotación normal de linfocitos B del organismo, es
muy probable que existan células B autorreactivas, y por tanto con
potencialidad para producir autoanticuerpos. De esta forma, una
activación policlonal de los linfocitos B generaría numerosos anticuerpos
autorreactivos. Un ejemplo clásico de este mecanismo de activación
policlonal seria el lupus eritematoso sistémico (LES). Esta teoría, sin
embargo, no explica la especificidad concreta de los autoanticuerpos
encontrados, ya que, incluso en una enfermedad como el LES, en la que
se encuentra un amplio espectro de autoanticuerpos, no se encuentran
habitualmente anticuerpos organoespecíficos, y, dentro de los no-
organoespecíficos, es característica la presencia de determinados tipos de
autoanticuerpos y la ausencia de otros. El mecanismo de activación
policlonal B se ha invocado igualmente para explicar la patogenia de la
enfermedad injerto-contra-huésped, pero también en este contexto se
producen únicamente determinados autoanticuerpos. La presencia de un
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autoantígeno. a elevadas concentraciones, en el momento de producirse
los fenómenos injerto-contra-huésped, puede favorecer la producción de
autoanticuerpos específicos contra dicho antígeno (20).
4) Puede demostrarse la existencia de anticuerpos antiidiotipo.
dirigidos contra epítopos de la región Fab de las inmunoglobulinas y ¡os
receptores de los linfocitos 8. Se ha postulado que dichos anticuerpos
tienen una función reguladora del sistema inmune, estando
interrelacionados por lo que se ha denominado “red idiotípica”. Las
respuestas antildiotipo se han demostrado en el contexto de diversas
enfermedades autoinmunes, lo que ha llevado a postular que la
autoinmunidad podría ser desencadenada por una alteración de los
mecanismos de regulación de la red idiotípica.
5) De igual forma que, tras el proceso de delección clonal, podrían
persistir clones de linfocitos B autorreactivos, se postula la presencia de
clones T autorreactivos, los cuates, en condiciones normales, no
desencadenarían respuestas autoinmunes contra los correspondientes
antígenos diana. En situaciones patológicas, esta tolerancia de células T
podría ser alterada, iniciando la enfermedad autoinmune.
Una vez iniciada la respuesta autoinmune se ponen en marcha tres
grupos principales de mecanismos efectores
a) linfocitos B y producción de autoanticuerpos
b) linfocitos T CD4+ y producción de linfocinas
c) linfocitos T CD8-’- citotóxicos
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La respuesta inmune mediada por linfocitos B se desencadena a
partir de determinadas interleucinas (IL-4, lbS e IL-6) secretadas por
los linfocitos T CD4-4-, que inducen ka proliferación y diferenciación de
las células B. Como consecuencia, se produce la síntesis de
autoanticuerpos de clase lgG. Los autoanticuerpos pueden inducir daño
tisular por diversos mecanismos, dentro de los cuales se encuentran
1) La opsonización de células circulantes y su posterior destrucción
por el sistema mononuclear fagocítico (por ejemplo, opsonización de
eritrocitos, leucocitos y plaquetas, generando anemias hemolíticas,
neutropenias y trombopenias autoinmunes).
2) La destrucción celular producida por activación de la cascada del
complemento (por ejemplo, en las anemias hemolíticas autoinmunes).
3) La citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpo
(por ejemplo en determinadas tiroiditis (19)).
4) La formación de inmunocomplejos, bien a nivel local, bien
circulantes, con posterior depósito en determinados órganos. En ambos
casos, los inmunocomplejos pueden activar la cascada del complemento y
atraer leucocitos directamente responsables del daño tisular (por ejemplo,
las lesiones renales del LES (21)).
5) Los autoanticuerpos producidos pueden tener asimismo efecto
inhibidor o estimulante sobre determinados receptores de la superficie
celular. Así, los anticuerpos contra el receptor de acetilcolina en la
miastenia gravis, generan una alteración funcional por bloqueo del
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receptor (22). En cambio, los anticuemos contra el receptor de la TSH en
la enfermedad de Graves, tienen una capacidad estimulante del receptor,
pudiendo mimetizar la acción de la hormona (23).
Los mecanismos efectores relacionados con los linfocitos T CD4+
son mediados principalmente por citocinas. En determinados casos, el
efecto de las linfocinas es directamente lesivo para las células del tejido,
como es el caso de los factores de necrosis tumoral (TNFs’). En otros
casos, las interleucinas atraen y estimulan la actividad de otras células
efectoras, como ocurre con el interferón gamma y su efecto sobre la
actividad de las células asesinas naturales (“natural killer”. NK) y su
capacidad de aumentar la expresión de moléculas de clase II del CMI],
generando la presencia de un mayor número de linfocitos CD4+.
Finalmente, los mecanismos efectores mediados por linfocitos
CD8-~-, son generados por la capacidad de citotoxicidad directa de estas
células, actividad regulada por la expresión de moléculas de clase 1 del
CMI] en las células diana. Experimentalmente, los linfocitos CDS+
citotóxicos pueden reproducir las lesiones en determinadas enfermedades
autoinmunes (24,25).
En definitiva, actualmente se piensa que la mayor parte de las
enfermedades autoinmunes son producidas por una combinación de los
tres grupos de mecanismos efectores, puesto que en muchas de ellas hay
evidencia experimental relacionada con varios mecanismos de daño
tisular.
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Figura 1. Mecanismos patogénicos y sistemas efectores en las
enfermedades autoinmunes
Célula tisuiar expresa CMH II
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CLASIFICACION DE LAS ENFERMEDADES
AUTOINMUNES
Tradicionalmente, las enfermedades autoinmunes se han clasificado
en dos grandes grupos, según sean sistémicas (no organoespecíficas), o
estén dirigidas contra un determinado órgano (organoespecíficas). Debido
al aparente solapamiento entre estos dos grupos, se ha señalado que es
más conveniente hablar de “espectro” (26). Paradójicamente, en algunas
enfermedades, a pesar de que el antigeno diana de la reacción autoinmune
se distribuye ampliamente por el organismo, la enfermedad se
circunscribe a un sólo órgano o tejido, o afecta de forma limitada a cierto
conjunto de órganos (27). Una clasificación operativa de las
enfermedades autoinmunes (tabla 1) debería incluir, por tanto, los
siguientes grupos
a) Enfermedades autoinmunes organoespecíficas, en las que las
alteraciones se concentran primariamente sobre un único órgano, tejido,
tipo celular o uno de sus productos, quedando restringidas las
manifestaciones clínicas al órgano, tejido o célula afectados. Los
autoantícuerpos que aparecen en este grupo de enfermedades son
denominados organoespecíficos, y algunos intervienen de forma clara en
la patogenia de Ja enfermedad.
b) Enfermedades autoinmunes organoespecíficas “paradójicas”, en
las que existe un autoantígeno distribuido de forma sistémica, y uno o
varios autoanticuerpos no órganoespecíficos, pero la enfermedad se
localiza principalmente en determinados tejidos u órganos. El
autoanticuerpo “marcador” no tiene relación evidente con la patogenia de
la enfermedad, y el significado de su presencia aún no ha sido resuelto.
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e) Enfermedades autoinmunes multisistémicas o no
organoespecíficas, en las que se detectan múltiples anticuerpos dirigidos
contra autoantígenos intracelulares o de la superficie celular.
ampliamente distribuidos por el organismo. Las implicaciones
fisiopatológicas son atribuidas princmalmente al depósito sistémico de
inmunocomplejos, y, posiblemente. a los anticuerpos dirigidos contra los
antígenos de superficie de las células sanguíneas o del endotelio vascular.
Las enfermedades autoinmunes relacionadas con el tejido conectivo
estarian encuadradas, según esta clasificación, en los dos últimos grupos.
Dentro del grupo de enfermedades organoespecíficas “paradójicas”,
incluiríamos al síndrome de Sjñgren (SS) y al comuplelo polimiositis 1
dermatomiositis. En estas enfermedades, pese a aparecer anticuemos no-
organoespecíficos, las manifestaciones clínicas se limitan a un conjunto
restringido de órganos. En el grupo de enfermedades autoinmunes
reumáticas sistémicas o no organoespecíficas, se incluirían las siguientes
LES, AR, enfermedad mixta del tejido conectivo (EMTC) y
esclerodermia, así como los síndromes de solapamiento (“overlap”). En
todas estas enfermedades existe una afección de múltiples órganos y
aparecen frecuentemente autoanticuerpos no-organoespecíficos, dirigidos
contra antígenos nucleares (ANA) de diferentes especificidades. Algunos
de estos autoanticuerpos son específicos o marcadores de enfermedad.
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TABLA 1. Clasificación de las enfermedades autoimnunes.
A) ENFERMEDAI)ES AUTOINMUNES ORGANOESPEC IFICAS
-Enfermedad de Addison









-Diabetes mellitus tipo 1
-Esclerosis múltiple
-Miastenia gravis







-Hepatitis crónica activa autoin mune
-Pénfigo y enfermedades bullosas cutáneas autoinmunes




-Enfermedad mixta del tejido conectivo
-Artritis reumatoide
-Síndromes de solapamiento (‘overlap”)
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AUJTOANTICUERPOS
PAPEL DE LOS AUTOANTICUERPOS EN LA
ENFERMEDAD AUTOINMUNE
Al evaluar la presencia de un autoanticuerpo en e! contexto clínico
de una enfermedad de origen presuntamente autoinmune, deben tenerse
en cuenta tres posibles mecanismos:
a) La enfermedad tiene una patogenia autoinmune y por tanto los
autoanticuerpos son directamente responsables de las lesiones histológicas,
signos y síntomas de la enfermedad, a través de mecanismos de base
inmunológica (por ejemplo, las anemias hemolíticas autoinmunes).
b) La enfermedad tiene su origen en otro agente enológico, el cual,
produciendo el daño tisular, induce la aparición de los autoanticuerpos,
los cuales no tienen papel patogénico por si mismos, constituyendo un
epifenómeno (por ejemplo, los anticuerpos anti-LKM 2 en la hepatitis
inducida por fármacos).
e) Un agente etiológico induce de forma independiente el desarrollo
de la enfermedad y los fenómenos autoinmunes (por ejemplo, la aparición
de anticuerpos anti-LKM 1 en la infección crónica por virus C).
Para probar la primera hipótesis, es decir, el origen autoinmune de
la enfermedad, debe contarse con una o más de las siguientes evidencias
experimentales
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1) La inducción deliberada de autoinmunidad en un animal de
experimentación debe reproducir las lesiones características de la
enfermedad. Ejemplos clásicos son la tiroiditis experimental inducida por
tiroglobulina o la encefalomielitis alérgica experimental inducida por
proteína básica de la mielina. En ambos casos, la utilización de un
autoantígeno especifico induce la aparición de una enfermedad
autoinmune organoespecífica, desarrollándose lesiones histológicas
similares a las de su contrapartida en el ser humano.
2) La alteración deliberada del sistema inmune del animal de
experimentación puede evitar el desarrollo de una enfermedad
autoinmune, en base a la intervención sobre los mecanismos efectores
supuestamente implicados. De ese modo, el desarrollo de enfermedades
autoinmunes espontáneas en animales genéticamente predispuestos para su
desarrollo, puede quedar modificado por la extirpación de la bursa de
Fabricio o el timo, o por el tratamiento inmunosupresor, cuando se
realiza antes del desarrollo completo del modelo experimental de la
enfermedad.
3) En clínica humana, la transferencia de un autoanticuerpo,
presente en el suero de un enfermo, a una persona sana, es capaz de
inducir la aparición de signos y síntomas de la enfermedad autoinmune.
Áunque estas evidencias están limúadas por consideraciones éticas, el
clásico experimento de William Harrington realizado sobre si mismo
(28), probó que el plasma de un paciente afecto de púrpura
trombocitopénica autoinmune, transfundido a otro ser humano, genera en
éste ¡a enfermedad, demostrando el papel patogénico de los anticuerpos
antiplaquetarios. Otro ejemplo basado en una evidencia de este tipo, es la
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tirotoxicosis neonatal, inducida por anticuerpos contra el receptor de la
TSH, los cuales, al pasar la barrera placentaria, inducen un estado
transitorio de enfermedad de Graves en neonatos hijos de madres afectas
(26).
4) La presencia de un autoanticuerpo es capaz de interferir con una
función fisiológica medible. Así, la absorción de vitamina ~12 a nivel
gástrico, mediada por factor intrínseco, puede ser bloqueada por la
presencia del suero del paciente, en el cual se demuestra un
autoanticuerpo contra el factor intrínseco.
En conjunto, aunque el número de autoanticuerpos descritos es
considerable, la evidencia de su papel patogénico es muy limitada en la
mayor parte de los casos.
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CLASIFICACION DE LOS AUTOANTICUERPOS
La tabla II muestra una clasificación de las diferentes
especificidades de autoanticuerpos. Se distinguen tres grupos principales
a) Anticuerpos no organoespeciticos, no específicos de
tejido. Están dirigidos contra antígenos cuya localización fisiológica no
se limita a un sólo órgano ni tampoco a un único tejido. Ejemplos típicos
son los anticuerpos antinucleares (cuya clasificación se desglosa en la
tabla III), los anticuerpos antimitocondria, y otros. Aparecen
generalmente en enfermedades autoinmunes multisistémicas y tambien en
enfermedades organoespecíficas “paradójicas”.
h) Anticuerpos no organoespecít’icos. específicos de
te.¡ido. Están dirigidos contra antígenos localizados en tejidos concretos,
formando parte, sin embargo, de diversos órganos. Así, los anticuerpos
antimúsculo liso son específicos de este tejido, pero pueden ser
encontrados en algunas zonas pertenecientes a órganos diferentes, como la
mucosa gastrointestinal, los espacios porta hepáticos, la zona peritubular
renal, etc, no estando por tanto restringidos a un sólo órgano.
c) Anticuerpos organoespecíficos. Están dirigidos contra
antígenos localizados en un sólo órgano, no siendo detectables en otros.
Ejemplos típicos son los anticuerpos anti-tiroglobulina o los anticuerpos
anti-microsomales tiroideos. En todos los casos, estos autoanticuerpos se
manifiestan de forma preferente en enfermedades autoinmunes
organoespecíficas.
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Tabla II. Clasificación de los autoanticuerpos
A) AUTOANTICUERPOS NO ORGANOESPECIFICOS, NO
ESPECIFICOS DE TEJIDO
Anticuerpos antinucleares






-Anticuerpos anti-citoplasma de neutrófilos





-Anticuerpos anti-citoesqueleto (queratina, vimentina)




-Anticuerpos anti-membrana basal glomerular
-Anticuerpos antí-reticulina
-Anticuerpos anti-sustancia intercelular










-Anticuerpos anti-receptor de TSH
-Anticuerpos anti-proteina básica de la mielina
-Anticuerpos anti-melanocitos
-Anticuerpos anti-células beta de los islotes pancreáticos
-Anticuerpos anti-receptor de acetilcolina
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-Ac. antiláminas A/B/C (7OKD/67KD/ÓOKD)
-Ac. antiporos nucleares (2IOKD)
-Ac. antireceptor lámina B (6IKD)
-Ac. antimatriz nuclear
matriz nuclear -Ac. ami-Al hnRÑP










-Ac. anti-MMG y anti-LMG
-Ac. anti-ADN topoisomerasa 1 (Scl7O)
-Ac. anticentrómero AIBIC (I7KD/SOKD/I4OKD)
ADN) -Ac. anti-ADN topoisomerasa 11
-Ac. anti-KuIKiISL (p70 y p80)




-Ac. anti-UI RNP 7OKD/A/C (7OKD/33KD122KD)
-Ac. anti-U2 RNP AJB’ (3IKD/25KD)




-Ac. anti-La/SSB (50 KD)





-Ac. anti-RNA polimerasa 1, 11 y III (14-220KD)
-Ac. anti-Th/To (4OKD, 7.2 ARN y 8.2 ARN)








-Ac. anti-MAS (4S ARN)
-Ac. antiribosornas PO/Pl /P2 (38KD/19KD/l 7KD)
-Ac. anti-ARN
-kw. anti-ARNsa P (38KD)
-Ac. anti-APP ribosa polimerasa (11 6KD)




-Ac. anti-Me (16-11 OKD)




La AR es la enfermedad reumática sistémica autoinmune más
frecuente. Se calcula que más de un 1 % de la población española presenta
la enfermedad de una forma más o menos grave (29). En adultos, la edad
de comienzo más frecuente es entre los 30 y los 50 años. Es de dos a tres
veces más frecuente en mujeres que en hombres (30).
La artritis es poliarticular y simétrica, afectando fundamentalmente
a las articulaciones de los miembros superiores e inferiores, con efusión
intrarticular y periarticular. Es clásica la rigidez articular matutina. En
contraste con otras artropatías, suele ser erosiva y culmina con la
destrucción articular. La enfermedad afecta también a otros órganos y,
junto a las alteraciones articulares, pueden aparecer manifestaciones
sistémicas como malestar general y fiebre, vasculitis o alteraciones en
piel, ojos o pulmón.
El curso de la enfermedad es fluctuante, produciéndose
exacerbaciones y remisiones. No existe un tratamiento curativo,
dirigiéndose los intentos terapéuticos a la reducción de la inflamación y
del dolor y a la preservación de la función articular para evitar la
incapacidad funcional.
La artritis resulta de una interacción compleja de celulas sinoviales
con linfocitos en la membrana sinovial (31>. El evento inicial que
desencadena la lesión articular es desconocido. Se supone que un agente
no identificado inicia la inflamación aguda de la membrana sinovial.
Posteriormente, péptidos y moléculas de adhesión en las celulas sinoviales
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activadas atraen a linfocitos y monocitos al espacio articular (32). Las
celulas proliferativas sinoviales expresan antigenos CMI] de clase II y
coestimulan a moléculas que aumentan la activación de celulas T CD4-+-
(“helper”) infiltrativas (33). Estas, a su vez, estimulan a celulas B en la
membrana sinovial para producir inmunoglotulinas. Algunas celulas
sintetizan localmente anticuemos de clase IgG, que se unen a otras
moleculas de lgG en la articulación para formar inmunocomplejos. Los
inmunocomplejos activan la cascada del complemento, provocando
sucesivos estados inflamatorios que provocan hinchazón, calor y dolor en
las articulaciones. El proceso inflamatorio determina la liberación de
proteasas lisosomales, radicales oxigenados y prostaglandinas, que
lesionan el colágeno y la matriz cartilaginosa de la articulación. Además,
la IL-l activa las colagenasas, que inducen la reabsorción del hueso.
Por último, la proliferación de las celulas sinoviales forma una
masa granulomatosa, que invade y erosiona el cartílago y otras
estructuras de la articulación. No todos estos procesos secuenciales han
podido demostrarse definitivamente. Son cuestiones todavía debatidas si el
factor reumatoide contribuye a las lesiones, o si la sinovitis reumatoide
depende de células T activadas. En las células T obtenidas de
articulaciones reumatoides en fases evolutivas avanzadas, por tanto no
representativas de lesiones precoces, faltan marcadores de activación,
mostrando poca actividad proliferativa “in vitro” y produciendo pequeñas
cantidades de citocinas (34). Dentro de la articulación, linfocinas
monocíticas como el factor transformador de crecimiento beta, pueden
evitar o disminuir la regulación de la activación de células T (35).
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El SS aparece hasta en el 70% de los pacientes con AR (36-42), si
bien la prevalencia real es desconocida, dadas las diferencias en los
criterios de diagnóstico y en el tiempo de evolución de los pacientes
incluidos en los diferentes estudios. La frecuencia del SS aumenta en la
AR en relación al tiempo de evolución de la enfermedad (37). Algunos
estudios indican una mayor incidencia de manifestaciones extraarticulares
y autoanticuerpos en pacientes con SS y AR (43,44), en particular ac.
anti-Ro/SSA (38,45).
La amiloidosis secundaria o depósito extracelular de amiloide AA
es una complicación poco frecuente de la AR, afecta a un 5-15% de casos
(46-49), aunque la incidencia depende del tiempo de evolución (50-52).
Es una de las principales causas de muerte debida a la AR.
Finalmente, la anemia de la AR es multifactorial (ferropenia,
anemia de transtorno crónico inflamatorio, etc), pero es muy frecuente en
pacientes con enfermedad activa.
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AUTOANTICUERPOS EN LA ARTRITIS REUMATOIDE
La tabla IV muestra las diferentes especificidades de
autoanticuerpos encontradas en pacientes con AR, clasificadas en razón de
su sensibilidad (frecuencia de aparición) y especificidad (restricción a
enfermos con ARt A continuación se comentarán por separado cada uno
de los autoanticuerpos.
TABLA IV. Autoanticuer os en la artritis reumatoide
ALTA ESPECIFICIDAD BAJA ESPECIFICIDAD
FRECUENCIA
BAJA
• Xc. anti-RNP ¡ Sm
• Ac. antí-Ro 1 La
• Ac. anti-ADNdc
• Ac. anti-colágeno II
















granulocitos (G 5-AN A)
• Ac. antí-RANA
FACTOR REUMATOIDE
El factor reumatoide (FR) es un autoanticuerpo dirigido contra los
bucles aminoacídicos de la región constante de la IgG (53). El FR clásico
es de clase lgM y tiene carácter policlonal. Se detecta en un 70-80% de
los pacientes con AR y en sólo un 5-10% de pacientes con AR juvenil.
Aunque es característico de esta enfermedad, no es específico de la
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misma. Su ausencia no excluye el diagnóstico, ya que es relativamente
frecuente su aparición después del primer año de evolución. Los
inmunocomplejos formados por FR e lgG se han relacionado con las
complicaciones vasculares sistémicas de la AR.
El FR se produce normalmente durante la respuesta inmune a
antígenos exógenos, observándose a menudo y de forma transitoria, en el
suero de pacientes con infecciones virales, bacterianas o parasitarias (54).
Asimismo, es relativamente frecuente en otras enfermedades reumáticas,
como el LES, la esclerodermia, el SS y los síndromes de solapamiento.
Finalmente, ciertos estados hiperglobulinémicos. como son la púrpura
hiperglobulinémica, la crioglobulinemia, las hepatopatías crónicas o la
sarcoidosis, se asocian con positividad para el FR. Generalmente, en los
procesos no reumatológicos los títulos de FR son bajos.
La AR seropositiva (con FR), se caracteriza por un aumento de la
incidencia de nódulos reumatoides, vasculitis o enfermedad intersticial
pulmonar, y un peor pronóstico articular (55-67). Estos pacientes
presentan más alteraciones radio!ógicas articulares, peor capacidad
funcional, más actividad inflamatoria y más manifestaciones
extraarticulares <67,68). La mayoría de los estudios muestran que las
manifestaciones extraarticulares son más frecuentes en pacientes con AR
evolucionada (69) y en presencia de FR u otros autoanticuerpos (67,70).
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ANTICUERPOS ANTINUCLEARES (ANA)
La presencia de autoanticuerpos dirigidos contra antígenos
nucleares es frecuente en pacientes cc’n AR. Su frecuencia oscila entre el
12 y el 71% según las series (43,71-73).
La técnica de laboratorio más utilizada para su detección es la
inmunofluorescencia indirecta (lEí), empleando como sustrato células
tumorales humanas mantenidas en cultivo (HEp-2). El patrón de tinción
de fluorescencia y la intensidad de la misma nos orientan acerca de la
especificidad del autoantígeno contra el cual van dirigidos los
autoanticuerpos y el título de los mismos.
El patrón homogéneo es el más frecuente en los sueros de pacientes
con AR (73). Se caracteriza por una tinción uniforme y difusa de todos
los núcleos en interfase. La intensidad de fluorescencia es más prominente
en la región cromosómica de las células en mitosis. Este patrón se obtiene
cuando el suero contiene anticuerpos antinucleares dirigidos contra ADN,
desoxirribonucleoproteinas o histonas.
En el patrón granular se observan gránulos más o menos gruesos
en los núcleos en interfase, siendo negativa la región de condensación
cromosómica de los núcleos en división. Aparece cuando existen
anticuerpos antinucleares dirigidos contra antígenos nucleares extraibles
de soluciones salinas de baja fuerza iónica (ENA).
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El patrón mixto supone una mezcla de autoanticuerpos
antinucleares de más de una especificidad, siendo el aspecto por lEí una
mezcla de los dos patrones anteriormente descritos.
Se ha sugerido que la presencia de anticuerpos antinucleares en AR
se asociaría con una mayor frecuencia de manifestaciones extraarticulares
(74) y un peor pronóstico articular <55), aunque no ha sido establecido
definitivamente (75).
ANTICUERPOS ANTI-HISTONAS
Los anticuerpos anti-histonas están dirigidos contra proteínas
constituidas por aminoácidos básicos como arginina y lisina,
distinguiéndose cinco variedades principales de histonas, denominadas 1-II,
H2A, H2B, 1-13 y H4. Las histonas H2A y H2B son ricas en lisina,
mientras el resto son ricas en arginina.
El isotipo más frecuente de los anticuemos anti-histonas es el de
clase IgM frente al de clase IgG. Estos autoanticuerpos no son exclusivos
de AR. Se detectan en un 20-24% de los casos (72,76) y hasta en un 44%
de pacientes con positividad para FR (77). Su principal utilidad clínica es
servir como marcador serológico del lupus eritematoso inducido por
fármacos (procainamida, isoniacida y nitrofurantoina) y de LES.
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ANTICUERPOS ANTI-ADN
Los anticuerpos anti-ADN bicatenario o nativo reconocen
determinantes antigénicos localizados en el enlace fosfo-diéster de la
cadena de ADN y constituyen un marcador serológico de LES. Los
niveles séricos de anticuerpos anti-ADN fluctuan con la actividad de la
enfermedad. El depósito de inmunocomplejos ADN-anti-ADN a nivel
renal en los enfermos con LES confiere a estos anticuerpos un significado
patogénico. A diferencia de los anti-ADN monocatenario, los anticuerpos
anti-ADN nativo se detectan de forma excepcional en pacientes con AH,
generalmente títulos o niveles bajos, en un 0.2% (78) a 0.6% (79) de los
pacientes.
Algunos estudios, con la técnica de Farr, detectan anticuerpos anti-
ADN en porcentajes que oscilan entre el 1% y el 9% de pacientes con AR
(72,80-85). Aunque en un pequeño porcentaje de los casos se demuestra
la presencia de anticuerpos anti-ADN nativo de alta avidez, generalmente
los resultados positivos se deben a reacciones cruzadas con ADN
monocatenario contaminante (86) o a anticuerpos anti-ADN nativo de
baja avidez (87). El interés clínico de estas dos variedades citadas es nulo
(73).
Los anticuerpos anti-ADN monocatenario aparecen hasta en el 4-
8% de los casos <72,78,88). Koffier y colaboradores (89), utilizando un
técnica de radioinmunoensayo, los detectan hasta en el 50% de los
pacientes.
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ANTICUERPOS CONTRA ANTIGENOS NUCLEARES
EXTRAIBLES
Los ENA son macromoléculas acídicas no histonas, extraídas de la
fracción soluble salina de los núcleos celulares. Estos antígenos están
generalmente constituidos por proteínas asociadas a ácidos ribonucleicos
(ARNs de pequeño tamaño, ricos en uridina.
ANTI-Sm Y ANTI-nRNP
Estos autoanticuerpos fueron descubiertos en sueros de pacientes
con LES (90-93). Lerner y Steitz (94) demostraron que reaccionan con
proteínas asociadas a ácidos ribonucleicos pequeños (UARNs). Estas
partículas ribonucleoproteicas pequeñas (snRNPs) están involucradas en
el “splicing” de los precursores de los ARNs mensajeros. (95-97). Los
determinantes antigénicos se localizan en la fracción proteica de las
partículas, dado que los autoanticuerpos son incapaces de inducir la
precipitación de la fracción no proteica de las snRNPs. (98)
El complejo Sm consta de los ARNs denominados U 1, U2, U4/6, y
U5, asociados a las proteinas denominadas 13’ (de peso molecular 29 KO),
8 (28 KD), D (16 KD) y E (13 KO). La reactividad de los anticuerpos
anti-Sm se dirige principalmente contra las proteínas 8, 8’ y 0. (99).
Existe, al menos, un epítopo común, dado que algunos anticuemos
monoclonales son capaces de reaccionar con las tres proteinas.
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Los epítopos relacionados con los anticuerpos anti-nRNP se
localizan en la partícula Ul snRNP, que contiene UI ARN asociado a
proteinas de peso molecular 70 KD. 33 KD (denominada A> y 22 KD
(denominada C). Estas dos últimas, las proteínas A y C. se unen a la
matriz nuclear mediante la proteína de 70 KD (100), que no es parte.
propiamente dicha, del complejo U 1 snRNP. Cienos sueros antí-nRNP
reaccionan también con las proteínas A’ y 8”, que junto al U2 ARN
forman el complejo U2 snRNP.
Los anticuerpos anti-Sm D son exclusivos de los enfermos con
LES, aunque, mediante “inmunoblotting” (IB), se detectan anticuerpos
que reconocen las proteínas B y 8’ en otras conectivopatías, incluyendo
un porcentaje muy bajo (4%> de pacientes con AR (101).
Los anticuerpos anti-nRNP se detectan en un 95-100% <le pacientes
con EMTC, en un 30-50% de pacientes con LES y en un pequeño
porcentaje de pacientes con otras enfermedades reumáticas (76,98). En la
AR, mediante técnicas de inmunodifusión o contrainmunoelectroforesis
(CíE), se han detectado en un 1-10% de pacientes. (102-105).
En resumen, en la AR se detecta un bajo porcentaje de anticuerpos
dirigidos contra snRNPs, que reconocen, en IB, los péptidos A, 13W o C
aisladamente, nunca el de 70 kD o el D. Estos anticuerpos no son
precipitantes, y la CíE es negativa (106).
La presencia de anticuerpos anti-nRNP en AR se ha relacionado
con una mayor frecuencia de vasculitis (56) y otras manifestaciones
extraartxculares (107) en estudios realizados con hemaglutinación pasiva,
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inmunodifusión ó CíE. Asimismo se han asociado con la presencia de
nódulos reumatoides cuando se detectan mediante enzimoinmunoensayo
<ELISA) con extracto total de timo de conejo (108).
ANTI-RO ¡ SS-A
El antígeno Ro/SS-A es una partícula ribonucleoproteica formada
por una proteína de 60 KO asociada a pequeños ARNs denominados
hYARNs, con longitudes comprendidas entre 83 y 112 bases (109-113).
La función de estas ribonucleoproteinas es desconocida, y su localización
celular depende del estado funcional de la célula, siendo nuclear en el
caso del SS-A, y citoplasmática en el denominado antígeno Ro. En los
últimos años se ha descrito un segundo componente proteico de la
partícula Ro-ARN, una proteína de peso molecular 52 KD. Estudios
recientes muestran que el polipéptido de 52 KD no forma parte realmente
de la panícula Ro y los anticuerpos anti-52KD no son estrictamente
anticuerpos anti-Ro, dado que dicho polipéptido no se une a los Ro-
IIYARN (114). Sin embargo, aunque se desconoce la relación exacta entre
los anticuerpos anti-52KD y anti-Ro, suelen aparecer en las mismas
enfermedades, y la mayoría de los sueros anti-52KD contienen
anticuerpos anti-Ro (115). Una tercera proteína de 48 KO podría formar
parte también del compejo Ro, aunque no ha sido confirmado (116). Es
interesante destacar que los YARNs son especie-específicos, por lo que
los anticuerpos anti-Ro están dirigidos selectivamente contra
ribonucleoproteirias humanas (117). al contrario de lo que ocurre con
otros anticuerpos antiribonucleoproteinas.
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Los anticuerpos anti-Ro se detectan en un 60-80% de pacientes con
SS, en un 30-40% de pacientes con LES y, en una proporción más baja,
en otras conectivopatías (76,98). Se detectan en un 3-10% de pacientes
con AR (118-124), y en una proporción algo mayor si se asocia a SS
(119,125,126). Los sueros de pacientes con AR, LES o SS, pueden
contener anticuerpos anti-Ro 60 KD nativo, detectado mediante CíE o
ELISA, pero el IB puede reconocer proteínas 60 KD-Ro y/o 52 kD. Los
anticuerpos anti-Ro (60 KD) aislados parecen ser más frecuentes en el
LES y en la AR (127), mientras los anticuerpos anti-Ro de 52 kD aislados
suelen aparecer en el SS primario (128) y en el lupus neonatal.
Aproximadamente un 15% de sueros anti-Ro positivo en
inmunodifusión son negativos en IB (111,128), lo que sugiere que se
hallan dirigidos contra epitopos conformacionales de la partícula Ro 60
KD nativa, los cuales se pierden durante el proceso de desnaturalización
de proteínas en el lB (45). La mayoría de los sueros anti-Ro de 60 KD
parecen contener anticuerpos dirigidos, tanto contra el antígeno
desnaturalizado, como contra la proteína nativa (45).
Boire y colaboradores (45) sugieren que los pacientes con AR y
anticuerpos anti-Ro presentan un curso clínico más agresivo y peor
respuesta al tratamiento. Ménard y colaboradores (129) han definido un
subgrupo de AR caracterizado por la presencia de anticuerpos anti-Ro
nativo y la ausencia de anticuerpos dirigidos contra las proteínas Ro
desnaturalizadas. En este subgrupo, tos pacientes muestran una AR típica
y, tras varios años de evolución, presentan algunas manifestaciones
clínicas y analíticas similares a las del LES (leucopenia, serositis, lesiones
de lupus cutáneo subagudo y anticuemos anti-ADN nativo).
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ANTI-LA 1 SS-B
El antígeno La/SS-B es una proteína de 48 KD (130-132) de
localización predominantemente nuclear unida a diferentes ARNs virales
y humanos. Su ffinción se relaciona con la terminación de la transcripción
por parte de la enzima ARN polimerasa 111. (133).
Los anticuerpos anti-La se detectan mediante inmunodifusión ó CíE
en un 50-60% de pacientes con SS, en un 10-15% de pacientes con LES y
en algunos pacientes con otras conectivopatías (76.981 Con frecuencia
aparecen conjuntamente con anticuerpos anti-Ro, aunque no ocurre al
contrario (98). Los anticuerpos anti-La son poco frecuentes en la AR,
donde se hallan entre el O y el 1.7% de los casos (118,134), y entre el 3 y
el 8% si dicha enfermedad se asocia a 55 (105,118,125,135>. Mediante IB
aparecen en un 6% de pacientes con AR (136) y hasta en un 22% si se
detenninan mediante ELISA (137).
En conjunto, los anticuerpos antí-ENA en la AR se detectan en un
bajo porcentaje de pacientes, entre un 4 y un 16% utilizando técnicas de
hemaglutinación, CtE o IB (103,136.138,139), y hasta en el 30% de los
casos utilizando ELISA (107). Parecen ser más frecuentes en pacientes
con vasculitis reumatoide (18%-70% según las técnicas)




El citoesqueleto es un conjunto de proteínas que mantienen la
estructura y motilidad celulares, permitiendo así la función de las
organelas. El citoesqueleto está formado por tres tipos de estructuras
fibrilares: microfilamentos (actina), filamentos intermedios (vimentina,
queratina, desmina, filamentos gliales y neurofilamentos) y microtúbulos
(tubulina) (142>. Los sueros de pacientes con AR reaccionan
frecuentemente con la vimentina y la queratina (143).
Los anticuerpos antivimentina aparecen en un 54-80% de pacientes
y no son específicos de la AR (144-147). Los anticuerpos antiqueratina se
detectan en un 30-70% de casos (146-148) y suelen ser de clase IgG. Se
detectan mediante [FI sobre cortes de esófago de rata (145) y no se deben
a reacciones cruzadas con FR IgG (148). Se ha sugerido que son
específicos de AR (145, 149-151) y pueden aparecer en fases iniciales de
la enfermedad (152). incluso antes del inicio de los síntomas (148).
Vincent y colaboradores (153) revisaron 4080 pacientes publicados, 1694
con AR, y encontraron que los anticuerpos antiqueratina tienen una
sensibilidad de 46% y una especificidad de 98% en la AR. Pueden
aparecer ocasionalmente en otras enfermedades <146,150) e incluso en
individuos sanos (154). Algunos estudios muestran que la especificidad es
menor, ya que se detectan hasta en un 10% de pacientes con otras
enfermedades reumáticas, incluyendo esclerodermia (20%) y espondilitis
anquilopoyética (25%) (155). Scott ~¡ colaboradores (156) los encuentran
en 16 pacientes con esclerodermia. Los anticuerpos antiqueratina se han
relacionado con una mayor frecuencia de nódulos reumatoides, mayor
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actividad inflamatoria, presencia de FR y ANA y peor pronóstico
(146.147449-151).
ANTICUERPOS ANT1C1TOPLAISMATICOS.
Los anticuemos antinucleares específicos de granulocitos (GS-
ANA) fueron descritos en pacientes con síndrome de Felty (157) y se
detectan en un 75% de pacientes con AR y en un 85-95% si la
enfermedad asocia neutropenia (158,159). Se han relacionado con
enfermedad más grave. Actualmente se sabe que reaccionan contra
proteínas de los gránulos azurófilos citoplasmáticos de los neutrófilos
(160>.
Los denominados factores antiperinucleares se detectan mediante
lEí sobre células de la mucosa bucal humana (161). Aparecen en el 50-
86% de los pacientes con AR (151.155,162-166) y en individuos sanos
(163). Muñoz y colaboradores (155) encuentran una sensibilidad de 64%
y una especificidad de 80% en AR. Los anticuerpos suelen ser de clase
lgG y el antígeno se localiza en gránulos queratohialinos del citoplasma,
junto a la profilagrina (162). La presencia de factores perinucleares
séricos en AR se ha relacionado cori enfermedad más grave <167,168) y
con los anticuerpos antiqueratina (162,169). Un estudio reciente no
encuentra correlación con la actividad clínica (155).
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ANTICUERPOS ANTI-RANA (‘tRHEUMATOID ARTHRITIS
NUCLEAR ANTIGEN”)
Los anticuerpos anti-RANA, descubiertos por Alspaugh y
colaboradores (170.171) en pacientes con SS asociado a AR. se detectan
en un 70-90% de pacientes con AR, en otras conecúvopatías y
enfermedades reumáticas, e incluso en controles sanos (119.172,173). El
antígeno RANA aparece exclusivamente en células infectadas por el virus
de Epstein-Barr (125). Es un antígeno muy soluble, de peso molecular 80
KD e idéntico al EBNA (“Epstein-Barr nuclear antigen”) (172,174,175),
aunque la elevación de los niveles de anticuerpos anti-RANA no siempre
es paralela al aumento de anticuerpos anti-EBNA (176). Probablemente
Los anticuerpos anti-RANA y anti-EBNA se unen a epítopos diferentes del
mismo polipéptido (177,178). Actualmente se acepta que estos
anticuerpos no son específicos de AP., no detectandose en fases precoces
de la enfermedad (179,180).
ANTICUERPOS ANTI-RA33
Los anticuerpos anti-RA33 fueron identificados por l-lassfeld y
colaboradores (181-183) mediante la técnica de IB con extractos
nucleares solubles de células HeLa El antígeno RA33 tiene un peso
molecular de 33 kD siendo resistente a la digestión con ADNsa y ARNsa,
y sensible a la proteinasa K. Se ha demostrado que corresponde a la
proteína A2-hnRNP de la matriz nuclear (184).
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Los anticuerpos anti-RA33 aparecen en el 33% de AR
(181,184,185), pero también en LES y EMTC (184,185). Por tanto, la
sensibilidad y la especificidad de dichos anticuerpos en la AR es sólo de
un 35 y 78% respectivamente. En estos estudios no se encuentra ninguna
correlación clínica.
OTROS ANTICUERPOS
En la AR se detectan anticuerpos séricos anti-colágeno II en un
15% de pacientes. No son específicos (186,187) y no aparecen al inicio de
la enfermedad (188). Se detectan anticuerpos anticardiolipina en un 13-
33% de pacientes (189,190), sin ninguna correlación clínica.
Recientemente se han detectado mediante lEí anticuerpos
antiproteus en el suero de pacientes con AR. Se ha sugerido que esta
respuesta es específica (191), pero puede deberse a reacciones cruzadas
con otros anticuerpos o a una activación policlonal. En dichos pacientes
no se detectan otros anticuerpos antibacterianos ni antivirales (191-193),
ni se relaciona la presencia de anticuemos antiproteus con
autoanticuerpos (193). Los títulos antiproteus son significativamente
mayores si la enfermedad es muy activa.
DIAGNOSTICO SEROLOGICO DE ARTRITIS REUMATOIDE
Ninguno de los autoanticuerpos citados son específicos de AR,
incluyendo los anticuerpos anti-RA33, recientemente descritos (184). El
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FR es el dato serológico más útil entre los posibles marcadores de la AR.
Aparece en sólo el ‘70% de los pacientes y. con frecuencia, no se detecta
desde las fases iniciales de la enfermedad. No es específico de AR. aunque
su detección ha sido incluida como uno de los criterios de clasificación de
la AH <194>.
ANTICUERPOS ANTI-SA
Los anticuemos anti-Sa fueron identificados en el curso de ensayos
destinados a identificar los diferentes polipéptidos asociados a la partícula
Ro-ARN (195), Utilizando extractos de bazo humano, se identificaron
sueros que reaccionaban en IB con una proteina de 48-50 KD no
identificada previamente (196). Se denominaron anticuerpos anti-Sa en
referencia a que el primer suero identificado pertenecía a una paciente
llamada “Savoje” (196).
El antígeno Sa se obtiene de extractos salinos de bazo y placenta
humanos, pero se desconoce su localización celular y su naturaleza. Se ha
detectado en la membrana sinovial de pacientes con AR (197). Es un
antígeno poco soluble, resistente a ribonucleasas y neuraminidasa y
sensible a tripsina (198). Los anticuerpos anti-Sa no precipitan en geles de
agarosa y la precipitación inmune contra células HeLa 32P demuestra que
no está asociado a ARNs (199,200).
Las electroforesis realizadas en geles de poliacrilamida en
condiciones nativas y desnaturalizadas, muestran que es diferente a otros
autoantígenos conocidos. Los sueros con anticuerpos anti-ENA no
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reaccionan con el antígeno Sa en IB y el patrón de bandas obtenido es
diferente. Además, la frecuencia de los anticuerpos anti-Sa en AR es
diferente de la encontrada con otros autoanticuerpos.
Los anticuerpos anti-Sa se detectan mediante IB en un 30-40% de
pacientes diagnosticados de AR, y parecen ser específicos de la
enfermedad (71, 196, 200, 201). Los primeros estudios clínicos sugieren
que los anticuerpos antí-Sa definen Uf! subgrupo de AR grave, con mayor
incidencia de manifestaciones extraaniculares (202).
En un estudio reciente que incluía 482 pacientes con AR y otras
conectivopatías. así como controles sanos, los anticuerpos anti-Sa como
prueba diagnóstica de AR presentaban una sensibilidad del 42.7%, una
especificidad de 98.9%, un valor prectictivo positivo de 96.7% y un valor
predictivo negativo de 69.8% (203j. Los valores predictivos elevados
sugieren una posible implicación patogénica de los anticuerpos anti-Sa en
un subgrupo de pacientes con AR.
Existen indicios consistentes en favor de la implicación del sistema
antigénico Sa en la patogenia de la AR. En primer lugar, la alta
especificidad de los anticuemos antí-Sa para AR. En segundo lugar, su
alta prevalencia. Tercero, el hecho de que los anticuerpos anti-Sa se
detectan desde las fases iniciales de la enfermedad (200, 202, 204) y son
de tipo [gEl lo que sugiere que se está produciendo, ya desde el comienzo
de la enfermedad, una respuesta autoinmune dirigida por el antígeno. En
cuarto lugar, la presencia del antígeno Sa en el pannus inflamatorio
sugiere la formación ‘in situ” de anticuemos antí-Sa, y sugiere un posible
papel patogénico del antígeno en la iniciación y mantenimiento de]
Introduccion 40
proceso destructivo crónico observado en la AR (197). En quinto lugar,
se ha identificado un polipéptido de 48 KD en inmunocomplejos
circulantes de pacientes con AH (205) Finalmente, el estudio longitudinal
de pacientes con AH en cuyo suero se detectó anti-Sa, demostró la
fluctuación del mismo según la evolución de la enfermedad, apareciendo
en los períodos de mayor actividad y riegativizandose en fases de remisión
(206). Hay datos sugerentes de una aparente modulación de la respuesta
por tratamientos antirreumáticos.
Estos hechos diferencian el sistema Sa de otros marcadores
autoinmunes asociados con la AR. Desde 1988, los Servicios de
Inmunología (profesor E. Fernández-Cruz) y Reumatología (profesor E.
Carreño) del Hospital Universitario “Gregorio Marañón”, Universidad
Complutense de Madrid, colaboran con la Unidad de Enfermedades
Reumáticas y el Laboratorio de Inmuinoreumatologia (profesores Henri-A
Ménard y Gilles Boire) del Centro Hospitalario Universitario,
Universidad de Sherbrooke, Québec, en el estudio del sistema autoinmune
Sa/Anti-Sa; el estudio de su valor diagnóstico y pronóstico; y la
purificación, caracterización e identificación del antígeno Sa.
Actualmente, los anticuerpos anti-Sa se detectan mediante IB, y se trabaja
en la optimización de una técnica de ELISA con antígeno Sa purificado, si
bien los problemas para obtener dicho antígeno (207), hacen dificil, por
el momento, su utilización rutinana.
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JUSTIFICACION
La detección de los anticuerpos anti-Sa puede ser útil en el
diagnóstico precoz de la AR. El principal problema que se plantea es que
la técnica de detección de los anticuerpos anti-Sa, el IB, es laborioso y
complejo y, en la práctica, no puede utilizarse como prueba de despistaje
de la enfermedad en la población general. La [FI sería el método
alternativo idóneo por su sencillez y bajo costo. Sin embargo,
actualmente, se desconoce cuál es el patrón de inmunofluorescencia anti-
Sa, si es diferente a otros patrones nucleares o citoplasmáticos, cuál es la
localización subcelular del antígeno Sa, y cuál es el sustrato idóneo para
obtener una adecuada tinción de fluorescencia. Por otro lado, la
localización del antígeno Sa a nivel subcelular, tendría el interés de
permitir esclarecer el posible papel biológico de dicho antígeno.




1 .- Estudiar y caracterizar el patrón de inmunofluorescencia anti-Sa en
diferentes sustratos y establecer el sustrato idóneo para su detección.
2.- Evaluar la sensibilidad del método ¡FI para detección de anticuerpos
anti-Sa, comparándolo con la técnica de referencia (IB).
3.- Determinar el valor semicuantkativo del método de iFl para la
detección de anticuerpos anti-Sa.
4.- Investigar la localización del antígeno Sa a nivel subcelular.
5.- Determinar la utilidad diagnóstica de la detección de anticuerpos anti-
Sa mediante IR. Estudio de las correlaciones entre los parámetros
clínicos y los anticuerpos antí-Sa detectados por IR. Estudio comparativo
con la técnica de referencia (IB).
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MATERIAL Y METODOS
1. TECNíCAS EMPLEADAS
En la tabla V se resumen las principales técnicas empleadas para la
detección de autoanticuerpos.
TABLA V. Es uema de metodologia de traba.¡o
TEC NICA Sustrato o AUTOANTICUERPOS
extracto DETECTABLES
Inmunot’luorescencia Tejidos de rata ANA. AMA. ASMA,
indirecta (IR) CPG
Células HEp-2 ANA
Tejidos de mono AXA. AAT. ICA
Neutrófilos ANCA
Hl ado humano ANA. AMA, LKM
Placenta AAC






(ELISA) ADN nativo ADNn
“Inmunoblotting” (IB) Timo ENA
Placenta ENA, SA
Abreviaturas: ANA: anticuerpos antinucleares; AMA : anticuerpos antimitocondriales;
ASMA : anticuerpos anti-niúsculo liso; CPU anticuerpos anti-células parietales gástricas;
AAA : anticuerpos anti-adrenales; AAT : anticuerpos antitiroideos; ICA : anticuerpos
contra células de los islotes pancreáticos; ANCA : anticuerpos ami-citoplasma de
neutrófilos; LKM : anticuerpos antimicrosornales hepatorrenales; AAC anticuerpos anti-
citotrofoblásticos; ENA : anticuerpos contra antígenos nucleares extraibles; AAH
anticuerpos antihistonas; ADNn : anticuerpos anti-ADN nativo; SA : anticuerpos anti-Sa
.
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1.1. TECNICA DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA
1.1.1. PROCEDIMIENTO GENERAL
La lE! se realizó según la técnica de Roitt y Doniach, con algunas
modificaciones (208). Los sueros a estudiar son diluidos en “buffer”
salino fosfato (PBS) (fosfato sódico 0.01 M, cloruro sódico 0.14 M, pH
7.2). Como control de la técnica sc- utilizan en cada ensayo un suero
humano normal como control negativo y un suero positivo para diversas
especificidades (anticuerpos antinucleares, antimitocondriales ó
antimúsculo liso). Se colocan 50 pL de las diluciones apropiadas de los
sueros a testar sobre el sustrato elegido, y se incuban a temperatura
ambiente durante 30 minutos en cámara húmeda. Sobre sustrato de
placenta humana se incrementó a 60 minutos el tiempo de incubación.
A continuación, se lavan los portaobjetos tres veces, con agitación
suave, durante un total de 10 minutos, utilizando PBS, para eliminar el
exceso de suero no fijado al sustrato. Posteriormente, se realiza una
incubación con inmunoglobulina de conejo anti-humana polivalente
conjugada con fluoresceína y azul de Evans (Bios GmbI-I, Múnchen,
Germany), incubando 30 minutos a temperatura ambiente en cámara
húmeda. Los portaobjetos son lavados en PBS, como se describió
anteriormente, y cubiertos con un cubreobjetos en medio de montaje (2
volúmenes de glicerol y un volumen de NaOH 0.017 M, NaCí 0.18 M,
glicina 0.29 M, pH 8.6). Los portaobjetos son examinados mediante
microscopio de fluorescencia (NIKON Optiphot, Japan). Se anota el
patrón de fluorescencia y la intensidad de la misma.
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1.1.2. PREPARACION DE SUSTRATOS PARA TECNICA DE
IFI
1.1.2.1. HIGADO. RIÑON Y ESTOMAGO DE RATA
(BLOQUE COMPUESTO)
A una rata “wistar” sacrificada, de aproximadamente 250 g de peso.
se le extraen el hígado, los riñones y el estómago, de los cuales se hacen
bloques de tamaños apropiados para los pocillos utilizados en la técnica.
Los tejidos, cohesionados mediante medio de inclusión OCT (Tissue Tek
Compound. Miles Elkhart Inc., USA) se congelan, ya dispuestos sobre
platinas, por inmersión en nitrógeno liquido, manteniéndose hasta tres
meses a ~40OC.Posteriormente, utilizando un criostato, se realizan cortes
de los tejidos de 4 um de espesor y se transfieren a portaobjetos de 4
pocillos de 9 mm (Cultek, España>, secándose al aire con ventilador,
durante aproximadamente una hora, utilizándose posteriormente como
sustrato para la técnica de IFI.
1.1.2.2. LíNEA CELULAR HEp-2
La línea HEp-2 es una linea tumoral de carcinoma laríngeo
humano. Las células crecen en monocapa y son adherentes. Como norma
general, se siembran 25.000 células por cm2, por lo que en un “flask” de
80 cm2 se colocan 2 x 106 células, manteniendolas en estúfa a 370C en
una atmósfera de 5% de C02. Corno medio de cultivo se utiliza medio
RPMI con adición de glutamina 2%, solución antibiótica 2% y suero de
ternera fetal 10%. el cual se cambia al segundo día. Durante el cultivo
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debe vigiiarse el grado de confluencia para realizar los “pases” del cultivo
en el momento apropiado, y el color del medio, que es indicativo del pR y
por tanto del consumo de nutrientes de las células.
Para preparar muestras congeladas de células l-lEp-2. se utiliza un
medio de congelación con suero de ternera fetal, con adición de
dimetilsulfóxido (DMSO) al 20%. guardándolas a largo plazo en un
congelador de nitrógeno líquido. Se procede a su descongelación
posteriormente, en un baño a 370C y se lavan las células dos veces con
medio de cultivo, resuspendiendo y colocando las células en un “flask”.
La preparación de las células para sustrato de ¡FI a partir del
cultivo celular, se realiza mediante el procedimiento descrito a
continuación : los portaobjetos se sumergen en etanol y posteriormente se
flamean y esterilizan en autoclave durante 45 minutos a 1400C. El
sobrenadante del medio de cultivo se aspira, y el contenido restante se
lava dos veces con PBS (pH 7.4). Se añaden 2 mL de solución de tripsina-
EDTA (BIOCHROM) y se coloca el “flask’ 3 minutos a 370C en estufa.
Posteriormente se agita el contenido con el fin de conseguir el máximo
despegamiento celular, y se añaden 10 mL de medio de cultivo para parar
la tripsinización. Se recoge el producto en un tubo y se centrífuga 10
minutos a 400 g. Posteriormente se realiza recuento de Las células y
estimación de la viabilidad diluyendo las células 1:10 en azul tripán al
0,1 % en suero fisiológico (450 uL de solución de azul tripán y 50 ~¡L de
células). La muestra se ajusta a una concentración de 50.000 células/mL y
se toman muestras de 60 pi, conteniendo 3.000 células por pocillo, para
realizar preparaciones de citocentrífuga. Los portas, colocados en placas
de Petri, se dejan en estufa hasta el día siguiente. Después se procede a su
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fijación, sumergiendo los portas en PBS calentado a 370C y
posteriormente en metanol enfriado a -200C durante 10 minutos. Se
realizan dos lavados con PBS en agitación continua y finalmente se seca la
zona situada entre los pocillos, quedando listos para la técnica de lEí.
1.1.2.3. TEJIDOS DE MONO
Se utilizaron preparaciones comerciales de diversos tejidos de mono
Cvnomolgus SP ) (BIOS GmbH, Míinchen, Germany). Los tejidos se
presentan en cortes de 4 ~m de espesor, preparados en portaobjetos de 4
pocillos. Se emplearon muestras de corteza adrenal, islotes pancreáticos y
tiroides de mono, sustratos empleados habitualmente en la determinación
de diversos autoanticuerpos organoespecificos.
1.1.2.4. NEUTROFILOS HUMANOS
Las preparaciones de neutrófilos humanos se obtienen mediante el
siguiente procedimiento : en tubos de 10 mL de fondo redondo, se ponen
3 mL de POLYPREP (Hucoa-Erlóss) por tubo. La sangre heparinizada se
diluye 1:1 con PBS (pH 7,4) y se colocan aproximadamente 5 mL de la
dilución, de forma cuidadosa, en cada uno de los tubos que contienen
POLYPREP, evitando la mezcla de la sangre con dicho producto. Se
centrifuga a 1.000 g durante 30 minutos, a temperatura ambiente.
Posteriormente se recoge el material de la interfase entre la sangre y el
POLYPREP, que contiene los polimorfonucleares. Dicho material se lava
mediante mezcla con PBS y posterior centrifugación a 500 g durante 10
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minutos a temperatura ambiente. Se decanta el sobrenadante y se
resuspende el “pellet”, realizando otros dos lavados con PBS a 500 g
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Los hematíes contaminantes se
eliminan mediante la adición de 1 mL de agua destilada y agitación de 1
minuto entre el segundo y el tercer lavados. El producto final se
resuspende en 1 mL de PBS. La composición celular se anal za mediante
dilución 1:10 con azul de Turk y visualización microscópica para
comprobar su composición mayoritaria de polimorfonucleares. Se añaden
9 mL de PBS y se cuentan las células mediante observación en cámara de
Neubauer. Tras una nueva centrifugación a 500 g durante 5 minutos a
temperatura ambiente, se resuspende el “pellet” en cantidad suficiente de
PBS para ajustar a una concentración final de 5 x 105 células/mL. Se
toman muestras de 100 jiL, conteniendo 50.000 células por porta, para
realizar preparaciones de cítocentrífuga. Sin dejar que se sequen las
preparaciones, se introducen en etanol (98%) enfriado previamente a
40C. Las preparaciones se conservan sumergidas en etanol a -400C
durante varios días en caso de no ser utilizadas de inmediato. Antes de su
uso, se dejan a temperatura ambiente durante 5-10 minutos y
posteriormente se utilizan como sustrato para la técnica de IFI.
1.1.2.5. HIGADO Y PLACENTA HUMANOS
Las muestras de hígado humano fueron obtenidas durante la
realización de biopsias hepáticas diagnósticas, utilizándose exclusivamente
aquellas muestras sanas según los criterios anatomopatológicos. Las
placentas se obtuvieron, tras el consentimiento correspondiente, de
mujeres sanas y tras partos eutócicos a término. Una vez eliminadas las
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membranas, el cordón y la mayor cantidad posible de sangre, se eligió un
cotiledón de la parte central de la placenta.
Ambos tipos de tejido se disponen como bloques cúbicos de
aproximadamente 0.7 cms de lado, que se congelan con nitrógeno líquido
y se mantienen en arcón congelador a ~7OOChasta realizar el ensayo.
Posteriormente se cortan mediante criostato, con el mismo método
descrito para los tejidos de rata (punto 1.1.2.1), utilizándose como
sustrato para la técnica de IFI.
1.1.2.6. LíNEA CELULAR JAR
La línea celular JAR procede de un coriocarcinoma humano. Son
células adherentes, de crecimiento en monocapa, tamaño grande, con
núcleo voluminoso y citoplasma escaso. Secretan al medio gonadotropina
coriónica y lactógeno placentario. El subcultivo de las células se realiza
según el siguiente protocolo: se retira el sobrenadante del cultivo y se
añaden 5 mL de solución de tripsina-EDTA (BIOCHROM) para un
“flask” de 75 cm2. Se deja actuar la tripsina durante 5 minutos, agitando
suavemente y se dispersan las células con la ayuda de una pipeta Pasteur
de plástico. Una vez pasadas a un tubo universal de 20 mL se añaden 2
volumenes de medio de cultivo complementado (RPMI 1640, suero de
ternera fetal descomplementado al 10%, L-glutamina al 0.5%, solución
antibiótica al 0,5% de gentamicina al 4%, cloxacilina al 12% y ampicilina
al 12%; y [-lepes al 2%). Se centrifugan a 300 g durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Se decantan y se resuspende el sedimento,
repitiéndose la misma operación, y posteriormente se decantan y se
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resuspenden en un volumen adecuado para contarlas. El contaje se realiza
en cámara de Neubauer, diluyendo las células 1:10 en azul tripán al 0,1%
en suero fisiológico (450 jaL de solución de azul tripán y 50 pL de
células). Las células se siembran a una concentración de 750.000
células/lS mL en un “flask” de 75 cm2 y se dejan crecer durante tres días.
Las células se siembran posteriormente en placas de 8 pocillos, con
300 pL de medio de cultivo y 105 células por pocillo. Se incuban durante
48 horas en estufa a 370C y con atmósfera de C02 al 5%. A las 48 horas
se tripslnízan, se lavan y se preparan portas para citocentrífuga,
dispensando 15.000 células por porta, y se centrifugan a 400 r.p.m.
durante 10 minutos. Posteriormente se fijan las células con etanol : acético
(95 : 5 y/y) a 40C durante 20 minutos y se lavan los portas con PBS
durante 10 minutos, quedando preparado el sustrato para IFI.
En algunos ensayos se utilizaron células JAR estimuladas. Para ello,
se trataron las células JAR con diversos estímulos de la actividad P450
aromatasa, a varias concentraciones de los productos. Con esta finalidad
se utilizaron dibutiril-AMPc (a concentraciones 0.01 mM, 0.1 mM y 1
mM), teofilina (0.01 mM, 0.1 mM y 1 mM), phytohemoaglutinina (1
mg/mL y 10 mg/mL) y finalmente phorbol myristate acetate (PMA) (10
mg/mL y 50 mg/mM.
Se siembran io~ células en placas de 24 pocillos, con 500 pL de
medio de cultivo complementado. Se añaden a cada pocillo 10 pL de cada
una de las diluciones de los estímulos, previamente preparadas, y se
incuban durante 24 horas a 370C en cámara húmeda, con un 5% de C02.
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A las 24 horas se tripsinizan, se lavan y se preparan como sustrato para
realizar la teenica de IFI según el sistema anteriormente descrito.
1.2. TECNICA DE CONTRAINMUNOELECTROFORESIS
1.2.1. PROCEDIMIENTO GENERAL
La CíE se realizó siguiendo el método de Kurata y Tan (103),
utilizando una cámara de electroforesis ATOM AC/15. Los sueros se
descomplementan manteniéndolos a 560C durante 30 minutos,
diluyendose 1:1, 1:2, 1:4 y 1:8 en PBS. En cada portaobjetos se colocan
0,5 mL de una solución de agarosa al 1%, cubriendo toda la superficie.
Después de un secado de 24 horas a temperatura ambiente con ventilación,
se colocan en cada porta 3,5 mL de agarosa al 0,6% (agarosa 0,6%,
polietilenglicol 0.8%, veronal 0,05 Nt pH 8,6). A las 24 horas se realizan
dos filas paralelas de pocillos de 3 mm de diámetro, separadas entre sí 4
mm. Los portas se colocan en la cubeta de electroforesis conteniendo 250
mL de solución de veronal 0,05 M (pI-! 8,6), aplicando 30 uL de los
sueros a estudiar en las filas izquierdas de los portas, a las diluciones
elegidas. Después de realizar la electroforesis, 10 minutos a 3 mA, se
aplican 30 ML del extracto antigénico apropiado en los pocillos
practicados en las filas derechas de los portaobjetos. Posteriormente se
realiza una electroforesis de 45 minutos a 3 mA y se guardan los
portaobjetos en cámara húmeda a 4 grados hasta su lectura. Se considera
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positiva la presencia de autoanticuerpos en el suero problema cuando se
obtienen reacciones de identidad con los sueros de referencia positivos.
1.2.2. PREPARACION DE EXTRACTOS ANTIGENICOS
PARA CíE
1.2.2.1. EXTRACTO DE TIMO DE CONEJO
Se utilizó timo de conelo precipitado con acetona y liofilizado. La
extracción se realizó a 40C siguiendo el protocolo de Kurata y Tan (103)
con algunas modificaciones (209-2 1 1).
El liofilizado de timo se suspendió en Tris-HCI 50 mM, NaCí 350
mM (pH 7,4) manteniendo una concentración de 90 mg/mL y se
añadieron 100 uL de fluoruro de metil fenil sulfonilo (PMSF) (0,087 g de
PMSF en 10 mL de etanol). La suspensión se sometió a una agitación
vigorosa a 40C durante 4 horas, y se centrifugó 45 minutos a 10.000 g. El
sobrenadante se liofilizó y se conservó a ~40OC hasta su utilización.
1.2.2.2. EXTRACTO DE PLACENTA HUMANA
Se prepara según el método de C¡ark y col. (211) con algunas
modificaciones (212-213). Las placentas se obtuvieron, tras el
consentimiento correspondiente, de mujeres sanas y tras partos eutócicos a
término.
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Una vez eliminado el tejido fibroso las placentas se lavaron con
suero fisiológico, para eliminar la mayor cantidad posible de sangre
coagulada, se pesaron y trocearon y. en algunos casos, se congelaron a
~7OoC.Las diferentes etapas de la extracción se realizaron en cámara fría
a 40C.
La placenta, fresca o previamente congelada, se homogeneíza en
un homogeneizador de aspas (Moulinex, España) durante 15 minutos en
“bufler” de homogeneización (Tris 50 mM, NaCí 120 mM. PMSF 1,5
mM, EDTA 1 mM, NaN3 al 0,02%), manteniendo una relación 1:4 (p/v).
El homogeneizado se agitó durante 1 hora en dicho “buffer” para extraer
los antígenos solubles. Posteriormente se centrifugó a 16.000 g durante 1
hora. El sobrenadante se dializó contra el mismo “buffer” durante toda la
noche. Posteriormente se mezcló con dietilaminoetilceiulosa (DEAE-52,
Whatman, England), 500 mg por gramo de tejido, previamente diluida en
“buifer” de homogeneización. La mezcla se agitó suavemente durante 1
hora, y se lavó con el mismo ‘buffer’ hasta no detectar proteína en el
eluido. Las proteínas unidas a la resma se eluyeron mezclándola durante 1
hora con 650 mL de “buifer” de extracción (Tris 50 mM pH 7,4, NaCí
300 mM, PMSF 0,1 mM, EDTA 1 mM, NaN3 al 0,02%), en agitación
suave. El eluido obtenido se dializó durante toda la noche contra acetato
amónico 5 mM, se congeló y posteriormente se liofilizó y se conservó a
-709C hasta su utilización en IB o CJE.
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1.3. TECNICA DE ENZIMOI1%NIUNOENSAYO
Las técnicas de ELISA se realizaron con sistemas comerciales,
siguiendo las instrucciones del fabricante para cada ensayo (QUANTA
LITE dsDNA, QUANTA LITE Histone. INOVA DIAGNOSTICS, San
Diego, CA). Los antígenos, altamente purificados por el fabricante,
proceden de timo de conejo y se adhieren a los pocillos de las placas de
poliestireno en las condiciones necesarias para conservar el antígeno en
estado nativo. Los sueros de los pacientes se diluyen 1:100 con el
diluyente suministrado en el sistema. En cada ensayo se utilizan sueros
control positivos y negativos, sin diluir, suministrados por el fabricante,
así como controles positivos y negativos, procedentes de nuestro
laboratorio, para control interno de la técnica. Todas las determinaciones
se realizan por duplicado, colocando en cada pocillo 100 uL de cada
dilución, incubando la placa en una cámara húmeda a temperatura
ambiente durante 30 minutos. Posteriormente se lavan las placas tres
veces con la solución de lavado del sistema, para eliminar los anticuerpos
no unidos al antígeno, y se añaden en cada pocillo 100 pL de anti-[gG
humana marcada con peroxidasa, realizando una incubación de 30
minutos en cámara húmeda a temperatura ambiente. Se realizan de nuevo
tres lavados de la placa y se añaden 100 ML de cromógeno en cada pocillo,
incubando a temperatura ambiente durante 30 minutos, pasados los cuales
se detiene la reacción con 100 uL de ácido sulfúrico 0,175 N4. Finalmente,
se leen las placas en un lector de ELISA Modelo 3550 (Bio Rad
Laboratories, Richniond, CA). Las densidades ópticas, medidas a 450 nm,
se calculan teniendo en cuenta los valores de los pocillos “blanco” y
realizando la media aritmética entre los duplicados. La conversión a
unidades internacionales por mL se realizó en base a la densidad óptica
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producida con el calibrador suministrado por el fabricante. Los valores
de corte para determinar la positividad de los sueros, se establecieron en
la media más tres desviaciones estandar de una serie de cincuenta sueros
humanos normales.
1.4. TECNICA DE ‘INMUNOBLOTTING’
1.4.1. PROCEDIMIENTO GENERAL
La electroforesis en geles de poliacrilamida se realizó según el
método de Laemmli (214), utilizando un sistema Mini Protean II celí (Bio
Rad Laboratories, Richmond, CM. El extracto a utilizar, a una
concentración de 0,8 mg/mL. se diluye 1:1 en glicerol 10%, tris-HCI 25
mM, 2-mercaptoetanol 10% y dodecilsulfato de sodio (SDS) 2,5% (pH
6.8), se hierve durante 5 minutos y se centrifuga un minuto a 12.000 g. El
sobrenadante se somete a electroforesis en geles de poliacrilamida
(T:18%) a 200 voltios durante 45 minutos, utilizando una solucion salina
de glicina 192 mM, tris-HCI 25 mM y SDS 0,1% (pH 8,3). Las proteinas
desnaturalizadas se transfieren electricamente (100 voltios, 75 minutos)
desde el gel a un papel de nitrocelulosa de 9 x 6,5 cm (Amersham, UK)
en glicina 192 mM, tris-HCI 25 mM y metanol 20%, según el método de
Towbin y cols (215). Una vez realizada la transferencia, se bloquea el
papel con albúmina bovina 3% durante un mínimo de 12 horas.
El papel de nitrocelulosa se incuba durante 1 hora con sueros de
referencia y sueros problema diluidos 1:5, utilizando un incubador
múltiple 28X2 (Miniblotter II. lmmunetics, Cambridge, MA).
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Posteriormente, el papel de nitrocelulosa se lava en Tris-I-ICI 10 mM,
NaCí 150 mM y Tween-20 0,01% (pH 7,4> y se incuba durante un
mínimo de 90 minutos con anti-IgG, (horseperoxidase-conjugated goat
anti-human lgG, Nordic Laboratories, UK) diluida 1:1000 en la solución
de lavado. La reacción se visualizó con 4-cloro 1-naftol y H202 en etanol
al 20% en agua destilada. Para detener la reacción de coloración, se lavó
el papel de nitrocelulosa dos veces con agua destilada. Los pesos
moleculares de los polipeptidos reconocidos por los anticuerpos
detectados fueron calculados por comparación con proteinas de peso
molecular conocido (Low Molecular Weight Standard, Pharmacia,
Sweden). Las reacciones fueron leídas independientemente por dos
observadores. En cada ensayo se u’ ilizaron sueros control positivos de
diferentes especificidades, así como suero humano normal como control
negativo. Se consideró reacción positiva cuando el suero del paciente
mostraba un patrón idéntico al de los sueros control positivos de
referencia, y ambos observadores coincidian.
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1.4.2. PREPARACION DE EXTRACTOS PARA TECNICA DE
“INMUNOBLOTTING”
1.4.2.1. EXTRACTO DE TIMO DE CONEJO
El extracto de timo de conejo empleado en la técnica de IB se
obtuvo según procedimiento descrito anteriormente en el apartado
1.2.2.1.
1.4.2.2. EXTRACTO DE PLACENTA HUMANA
El extracto de placenta humana empleado en la técnica de IB se
obtuvo según procedimiento descrito anteriormente en el apartado
1.2.2.2.
1.4.2.3. MITOCONDRIAS DE HíGADO DE RATA
Las mitocondrias de hígado de rata se obtuvieron por el
procedimiento de Griffiths (216). Se sacrifican dos ratas “wistar” de 250
gr de peso, a las que se extrae el hígado. Se colocan los hígados en un
recipiente sobre hielo picado y se lavan repetidas veces con “buffer’< de
homogenización (sacarosa 200 mM, Hepes-NaOH 10 mM. pH 7.4). Se
cortan en trozos pequeños y se hoinogeneizan en 120 mL del “buffer”
descrito, en un homogeneizador tipo Potter (Braun Biotech S.A., España)
a 800 r.p.m., con cinco pasadas de 10 segundos. Se centrifliga a 2.000 g
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durante 15 minutos, recogiéndose el sobrenadante. Tras retirar
cuidadosamente la capa de lípidos de la parte superior, se completó hasta
250 mL con el mismo buifer”, centrtfugando durante 10 minutos a 9.000
g. Se deshecha el sobrenadante y se completa hasta 80 mL, repitiendo la
centrifugación dos veces más. Se resuspende en “buffer”. para conseguir
una concentración proteica final de entre 80 y 100 mg/mL.
1.4.2.4. FRACCIONES CELULARES DE PLACENTA
HUMANA
Las fracciones celulares se obtuvieron mediante el protocolo de
centrifugación diferencial de Graharn (217), mostrado esquemáticamente
en la figura 2. Se obtiene una placenta humana fresca y se procesa para su
limpieza siguiendo la metodología anteriormente descrita. Se homogeiniza
en “buifer” de homogeneización (Tris-HCI 5 mM, pH 7.4, sacarosa 0.25
M, sulfato de magnesio 1 mM, cloruro cálcico 1 mM y PMSF 1 mM),
utilizando un homogeneizador de aspas (Mou[inex, España), durante 10
minutos a 40C y filtrando posteriormente a traves de dos gasas.
Se centrífuga el homogeneizado a 1.000 g durante 10 minutos en
tubos de 50 mL, utilizando un rotor de tambor modelo 55-34 en una
centrífuga Sorvalí RC-5B. De esta forma se obtiene un ‘pellet” (Pl), que
contiene principalmente material nuclear, y un sobrenadante (SI) que
posteriormente se centrífuga a 3.000 g durante 10 minutos en tubos de 50
mL y con idéntico rotor. Así se obtiene un segundo “pellet” (P2), que
contiene, en su mayoría, mitocondrias y fragmentos de membrana
plasmática (fraccidn de mitocondrias). El sobrenadante (S2) se centrífuga
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a 10.000 g durante 20 minutos en botes de 250 mL utilizando un rotor
GSA. Se obtiene así un tercer “pellet” (P3), constituido por mitocondrias.
retículo endoplásmico, aparato de Golgi, microsomas y peroxisomas.
Finalmente se obtiene un sobrenadante (S3). Todos los extractos son
posteriormente liofilizados, utilizando un concentrador - liofilizador
modelo Speed-Vac liofilization chamber (Savant), hasta su utilización para
la técnica de IB.
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Figura 2.- Preparación de fracciones celulares de placenta
humana mediante centrifugación diferencial
.
HOMOGENEIZADO DE PLACENTA
1000 g X 10 MINUTOS

















Microsomas de retículo endoplásniico
liso y rugoso, aparato de Golgi, fracción
soluble.
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1.5. ENSAYOS DE ADSORCION
En todos los ensayos de adsorción se utilizaron aquellos sueros de
pacientes con AR que, mediante técnica de IFI, habían dado fluorescencia
de patrón anular sincitial sobre placenta humana a una dilución 1/20.
1.5.1. ADSORCION CON ANTíGENO SA PURIFICADO
El antígeno Sa purificado fue suministrado por la Dra. Escalona.
Para su obtención se siguió un procedimiento basado en cromatografía de
afinidad a partir de fracción mitocondrial de placenta humana (207). Se
incubaron 100 uL de antígeno Sa, a concentraciones de 1, 2, 5 y 10
pg/mL, con 100 flL de los sueros de los pacientes diluidos [:3 con PBS,
durante 48 horas a 40C. Pasado el tiempo de incubación, se centrifugaron
a 1.500 g durante 20 minutos y se recogieron los sobrenadantes, que
fueron empleados a continuación en técnica de IFI.
1.5.2. ADSORCION CON FRACCION DE MITOCONDRIAS
DE PLACENTA HUMANA
La adsorción de los sueros de los pacientes utilizando fracción de
mitocondrias de placenta humana, se realizó según el siguiente
procedimiento. Los sueros a adsorber se diluyeron 1/3 con PBS y se
incubaron 100 uL de la dilución, con 100 pL de fracción de mitocondrias
de placenta humana, a una concentración proteica de 25 mg/mL, durante
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48 horas a 40C. Posteriormente se zentrifugaron a 1.500 g durante 20
minutos y se recogió el sobrenadante, el cual se sometió a otras dos etapas
sucesivas de adsorción durante 24 horas cada una, a 40C. Tras cada una
de las etapas de adsorción se recogieron los sobrenadantes resultantes.
quedando por tanto el suero original a diluciones finales de 1/6, 1/12 y
1/24 en cada uno de los sobrenadantes. Como control del procedimiento,
también fue sometido a adsorción con la fracción mitocondrial de placenta
humana, en una sóla etapa, un suero con una especificidad anti-
mitocondrial (M2) determinada mediante IFI sobre sustrato de tejidos de
rata y confirmado mediante técnica de ELISA, utilizado a una dilución
inicial 1/50. Los sueros de los pacientes, una vez sometidos al
procedimiento de adsorción, fueron utilizados nuevamente en la técnica de
IFI.
1.5.3. ADSORCION CON SUBFRACCIONES
MITOCONDRIALES
1.5.3.1. OBTENCION DE SUBFRACCIONES
MITOCONDRIALES
El fraccionamiento de las mitocondrias de placenta humana se
realizó mediante tratamiento con detergentes de la fracción mitocondrial
obtenida según el método anterior, y posterior separación llevada a cabo
por ultracentrifugación diferencial, cuyas fases se muestran
esquemáticamente en la figura 3.
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Las mitocondrias fueron tratadas con digitonina siguiendo el
procedimiento de Schnaitman (218). Inicialmente, la solución de
digitonina se purifica según el método de Kun (219). Para ello, se
disuelve 1 gr de digitonina en 25 mL de etanol absoluto a 750C, con
agitación continua. La solución se deja precipitar durante 20 minutos a
40C y se separa el sobrenadante por centrifugación a la misma
temperatura. El sedimento, conteniendo la digitonina purificada, se seca
posteriormente al vacío utilizando un concentrador-liofil izador modelo
Speed-Vac liofilization chamber (Savant)
A continuación, se prepara una solución de digitonina al 2%
añadiendo a la digitonina purificada “buffer” de homogeneización
previamente calentado (sacarosa 0.25 M, EDTA 1 mM en “buifer” fosfato
25 mM), agitando vigorosamente y sonicando durante 1-2 minutos en un
baño ultrasónico. La solución de digitonina se añade gota a gota a la
suspensión de mitocondrias, en agitación continua a 40C. hasta obtener
una concentración de 1,2 mg de digitonina por cada 10 mg de proteina
mitocondrial. Inmediatamente después, se ajusta la concentración de
proteínas mitocondriales a 50 mg/mL y se incuba a 40C durante 20
minutos en agitación continua.
La fracción mitocondrial tratada con digitonina se diluye en 3
volúmenes de “buffer” de homogeneización frio y se utiliza esta solución
para iniciar la centrifugación diferencial según el método descrito por
Soper y Pedersen (220). El primer paso del procedimiento cónsiste en una
centrifugación a 23.600 g durante 20 minutos, utilizando un rotor SS-34
en una centrífuga Sorvalí RC-5B, obteniendose un sedimento con
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mitoplastos (mitocondrias carentes de membrana externa), y un
sobrenadante (membrana externa y espacio intermembranoso).
La subfracción de mitoplastos se resuspende en el mismo “buffer”
de homogeneización y se centrifuga durante 20 minutos a 23.600 g,
desechando el sobrenadante. Después, se somete a otra centrifugación a
3.000 g y se elimina el sedimento resultante. Finalmente, se repite la
operación centrifugando durante 20 minutos a 23.600 g durante 20
minutos, deshechándose de nuevo el sobrenadante. El sedimento de la
última centrifugación contiene mitoplastos purificados (subfracción de
mitoplastos).
El sobrenadante obtenido tras el tratamiento con digitonina y la
primera centrifugación, compuesto por la membrana externa y el espacio
intermembranoso, se trata de la forma descrita a continuación. Se
centrifuga a 40.000 g durante 20 minutos para eliminar los restos de
membrana interna fragmentada, desechando por tanto el sedimento. El
sobrenadante resultante se centrifuga a 144.000 g durante 60 minutos,
utilizando un rotor 42.1 y una ultracentrífuga modelo L8-70
(BECKMAN?j. De esta forma, el sedimento está constituido por las
vesículas de membrana externa (subfracción membrana externa) y el
sobrenadante contiene los constituyentes del espacio intermembranoso
(subfracción espacio intermembranoso). El sedimento se resuspende en
mínimo volumen del >‘buffer” de homogeneización. Ambas subftacciones
se congelan a ~40OChasta su utilización.
La subfracción de mitoplastos anteriormente obtenida y conservada
a 40C, se somet& a la acción del lubrol WX mediante el siguiente
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procedimiento. La solución “stock” de lubrol al 4% en agua destilada se
añade gota a gota y bajo agitación continua a 40C, hasta obtener una
concentración de 1 mg de lubrol por cada 10 mg de proteina
mitocondrial. Se ajusta la concentración de proteína mitocondrial a 35
mg/mL y se incuba durante 20 minutos a 40C. Se diluye la suspensión con
igual volumen de “bufler” y se centrifuga a 144.000 g durante 60
minutos, utilizando una ultracentrífuga modelo L8-70 (BECKMAN). De
esta forma, se obtiene un sobrenadante compuesto por el contenido de la
matriz mitocondrial (subfracción matriz), y un sedimento compuesto por
vesículas de la membrana interna niitocondrial. Se separan ambos y el
sedimento es resuspendido en el mismo “buifer” utilizado, centrifugando
a 4.300 g durante 10 minutos, descartándose el sedimento. El
sobrenadante de esta última centrifugación se centrifugó de nuevo a
144.000 g durante 60 minutos y se resuspende en el mínimo volumen de
“buffer” (subfracción membrana interna). Ambas subfracciones se
conservaron a -400C hasta su utilización.
Por tanto, después del procedimiento, se obtuvieron 4





Todas las subfracciones se ajustaron a una concentración proteica de
12 mg/mL.
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1.5.3.2. PROCEDIMIENTOS DE ADSORCION
Los procedimientos de adsorción se realizaron mediante el mismo
sistema descrito en el apanado 1.5.2., utilizando por separado las
subfracciones mitocondriales correspondientes a la matriz mitocondrial,
membrana interna, membrana externa y espacio intermembranoso. Las
subfracciones mitocondriales se utilizaron a la concentración de 12
mg/mL. Los sueros de los pacientes, una vez sometidos a los
procedimientos de adsorción, se utilizaron nuevamente en la técnica de
¡FI. Asimismo, se utilizó como control de los procedimientos de
adsorción el mismo suero del paciente con anticuerpos antimitocondria
(M2).
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2. MUESTRAS ESTUDIADAS
2.1. SUEROS DE PACIENTES CON AR
Los sueros de los 94 pacientes incluidos en el estudio proceden de la
seroteca de los Servicios de Inmunología y Reumatología del Hospital
General Universitario “Gregorio Marañón” de Madrid (Unidad de
Medicina y Cirugía Experimental).
Todos los pacientes habían sido previamente diagnosticados de AR
en base a los datos clínicos, biológicos y radiológicos característicos de la
enfermedad, utilizandose los criterios comúnmente aceptados para el
diagnóstico (194). Setenta y cuatro pacientes son mujeres. La edad media
es 57,78 años (desviación estandard, SD = 12,28; rango 29-81 años) y el
tiempo medio de evolución 8,68 años (SD = 8,56; rango 0-40 años). La
distribución por edades y tiempo de evolución de la enfermedad se detalla
en las tablas VI y VII, respectivamente.
TABLA VI. DISTRIBUCION DE LOS 94 PACIENTES
DIAGNOSTICADOS DE ARTRITIS REUMATOIDE POR







20-29 1 1,06 %
30-39 8 8,51 %
40-49 15 15,96 %
50-59 22 23,40 %
60-69 35 37.23 %
70-79 12 12.77 %














0-5 39 41.49 %
,-10 22 23,40 %
10-15 15 15,96 %
15-20 7.45 ~
20-25 5 5,32 %
>25 6 6,38 %
Los datos clínicos de los pacientes fueron obtenidos en el momento
del diagnóstico y a lo largo de su evolución, siendo evaluados
periódicamente en el Servicio de Reumatología del Hospital “Gregorio
Marañón” de Madrid. Las manifestaciones extraarticulares observadas en
el grupo de pacientes se resumen en [a tabla VIII.
TABLA VIII. MANIFESTACIONES EXTRAARTICULKRES1







Afección cutánea 3 3,2 %
Síndrome de S.jiigren 25 26,6 %
Afección pulmonar 9 9,6 %
Afección cardiaca 3 3.2 %
Afección SNC 7 7,4 %
Afección he ática 14 14,9 %
Afección renal 10 10,6 %
Anemia 50 53,2 %
Linfopenia 13 13.8 %
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El estadiaje de la afección articular de los pacientes estudiados se
realizó de acuerdo con los criterios de la clasificación de progresión de
AR (221) (Tabla IX)
TaNa IX. Criterios para el estadiaje de la afección articular de
pacientes con artritis reumatoide
Estadio ¡ (AR precoz
)
(*)No alteraciones destructivas en el examen radiológico.
-Puede existir evidencia radiológica de osteoporosis.
Estadía II (AR moderada
(*)Evidencia radiológica de osteoporosis, con o sin destrucción ósea
subcondral ligera.
(*)No deformidad articular, aunque puede existir limitación de
movilidad articular.
-Atrofia de los músculos adyacentes a la articulación.
-Pueden existir lesiones de los tejidos blandos extraartículares
(nódulos, tenosinovitis).
Estadio III <AR Mrave
(*)Evidencia radiológica de destrucción ósea y cartilaginosa,
además de osteoporosis.
(*)Deformidad articular manifestada como subluxación, desviación
ulnar o hiperextensión, sin anquilosis fibrosa u ósea.
-Atrofia muscular extensa.
-Pueden existir lesiones de los tejidos blandos extraarticulares
(nódulos, tenosinovitis).
Estadio IV (AR terminal
(*)Anquilosis fibrosa u ósea.
-Criterios del estadio III.
Los criterios señalados con un asterisco (*) deben estar
presentes para permitir la clasificación del paciente en un
estadio concreto.
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El estadio funcional de los pacientes se obtuvo de acuerdo con los
criterios revisados del Colegio Americano de Reumatología (222) (tabla
X).
Tabla X. Criterios para la clasificación del estadio funcional
en pacientes con artritis reumatoide
Clase 1
El paciente es totalmente capaz de realizar sus actividades de la vida
diaria (autocuidados, actividades laborales y actividades recreativas).
Clase 11
El paciente puede realizar actividades de autocuidado y laborales, pero se
encuentra limitado en sus actividades recreativas.
Clase III
El paciente puede realizar actividades de autocuidado, encontrando
limitación en sus actividades laborales y recreativas.
Clase IV
El paciente se encuentra limitado en sus actividades de autocuidado,
laborales y recreativas.
-Actividades de autocuidado : vestirse, alimentarse, bañarse,
acicalamiento y aseo.
-Actividades laborales : trabajo, colegio, tareas del hogar.
- Actividades recreativas : ocio, entretenimiento
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La clasificación de los pacientes estudiados en base a su grado de
afección articular, desde el punto de vista de criterios radiológicos y
funcionales, se especifica en la tabla XI.
TABLA XI. ESTADIOS RADIOLOGICOS ARTICULARES Y










1 26 (27,66%) 39 (41~49%)
II 29 (30.85%) 31 (32,98%)
III 16 (17.02%) 18 (19.15%)
IV 23 (24.47%) 6 (6.38%)
2.2. SUEROS DE REFERENCIA Y CONTROLES
Los sueros de referencia positivos anti-nRNP, anti-Sm, antí-Ro y
anti-La proceden del Center for Disease Control (CDC) de Atlanta
(Georgia, EE.UU) (223). Los sueros de referencia anti-Sa provienen del
laboratorio de Inmunorreumatología del Centro Hospitalario de la
Universidad de Sherbrooke (Québec, CANADA). Finalmente, se han
utilizado sueros con anticuerpos anti-ADN nativo, antimitocondriales,
antí-músculo liso y antinucleares procedentes del laboratorio de
Autoinmunidad del Servicio de Inmunologia del Hospital General
Universitario “Gregorio Marañón” de Madrid.
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Como controles negativos se han utilizado cincuenta sueros de
donantes sanos procedentes del Banco de Sangre del Hospital General
Universitario “Gregorio Marañón” de Madrid.
3. ANALISIS ESTADíSTICO
Los datos generados durante el estudio fueron procesados mediante
un ordenador personal Apple Macintosh dotado de microprocesador
Motorola 68030 a 33 megahertzios y coprocesador matemático modelo
68882. El análisis se efectuó mediante el paquete estadístico Statview
versión 4.0 (Abacus Concepts mc, Berkeley, CA). Se utilizaron diversas
técnicas estadísticas según fuera apropiado, tales como el test de la t de
Student no pareada, la prueba de chi cuadrado, con corrección de Yates, y
el test exacto de Fisher. En determ. nados casos se calculó la razón de
predominio (“odds ratio”, OR) y el intervalo de confianza del 95%
(1C95%). Se consideró estadísticamente significativo todo valor de p ó a
<test de Fisher) inferior a 0,05.
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RESULTADOS
1. RESULTADOS OBTENIDOS CON LAS DIFERENTES
TECNICAS DE ESTUDIO DE AUTOANTICUERPOS
1.1. RESULTADOS OBTENIDOS CON TECNICA
íNNIUNOFLUORESCENCIA
11.1. lEí SOBRE HíGADO. RINON Y ESTOMAGO DE RATA
Se detectaron anticuerpos antinucleares en 53 de los 94 sueros
estudiados (56,4%). Cinco sueros (5,3%) mostraron tínción de
fluorescencia sobre las células parietales gástricas. Tres sueros (3,2%)
presentaron anticuerpos anti-musculo liso patrón vascular (y), y un suero




xl’. PATRONES DE FLUORESCENCIA





Anticuerpos antinucleares 53 (56,4%)
Anticuerpos anti-céluías parietales gástricas 5 (5,3%)
Anticuer os anti-mñsculo liso 3 (3,2%)




Sobre tejidos de rata no se encontró ningún patrón citoplasmático
correspondiente a autoanticuerpos de especificidad no conocida.
1.1.2. IFI SOBRE SUSTRATO DE CELULAS TUMORALES
HEp-2
Sobre este sustrato se observaron anticuerpos antinucleares en 53
pacientes (56.4%), correspondiendo a los mismos pacientes detectados
sobre el anterior sustrato. De ellos, 41 presentaron un patrón de
fluorescencia homogéneo puro, 7 patrón granular puro y 5 mostraron un
patrón mixto (homogéneo-granular) (figura 4). Los resultados de la IFI
sobre células HEp-2 se resumen en la tabla XIII. Se detectó además un
patrón de fluorescencia citoplasmático en uno de los pacientes de la serie,
el cual sobre tejidos de rata daba el patrón antimitocondria (M2).
TABLA XIII. PATRONES DE INMUNOFLUORESCENCIA
MEDIANTE IFI SOBRE CELULAS HEP-2 EN 94 P4CIENTES
CON ARTRITIS REUMATOIDE______________





Mixto (H-G) 5 5,3%
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En cuanto a ]os títulos de los anticuerpos antinucleares encontrados
sobre este sustrato, los resultados se resumen en la tabla XIV. En
conjunto, el 31,9% de los pacientes presentaron títulos bajos de ANA
(1/40 y 1/SO), siendo el titulo igual o superior a 1/160 en el 24.5% de
pacientes.
TABLA XIV . TíTULOS DE ANTICUERPOS
ANTINUCLEARES DETECTADOS SOBRE CELULAS HEP-2











Sobre células HEp-2 no se encontró ningún patrón citoplasmático
correspondiente a autoanticuerpos de especificidad no conocida.
1.1.3. IFI SOBRE TEJIDOS DE MONO
Elegimos 8 sueros de pacientes con AR, que habían dado un patrón
anti-Sa por la técnica de IB, para testarlos en los sustratos de mono
(adrenal, tiroides y pancreas). Se utilizaron 8 sueros de pacientes con AR
como control anti-Sa negativo. En los tres tipos de sustratos, ningún suero
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(anti-Sa positivo o negativo) mostró una tinción de fluorescencia
citoplasmática en las células de los tejidos empleados, detectándose
exclusivamente anticuerpos antinucleares.
1.1.4. IFI SOBRE NEUTROFILOS HUMANOS
Se observó un patrón de fluorescencia tipo P-ANCA en 14 de los
94 sueros del estudio (14,9%). En ninguno de los sueros se detectó el
patrón C-ANCA. Asimismo no se observaron tinciones de fluorescencia
correspondientes a especificidades no identificadas.
1.1.5. IFI SOBRE HíGADO HUMANO
Se testaron los 94 sueros de pacientes con AR sobre este sustrato.
Los resultados revelan el mismo porcentaje de anticuerpos antinucleares
ya citado anteriormente sobre sustrato de tejidos de rata. Asimismo se
detectó un patrón granular citoplasmático, correspondiente al suero que
contenía anticuerpos antimitocondria (M2). No se observaron patrones de
fluorescencia correspondientes a especificidades no identificadas.
1.1.6. IFI SOBRE PLACENTA HUMANA
Se testaron los 94 sueros del estudio sobre este sustrato,
observándose un resultado positivo en 48 (51,1 %). Las preparaciones de
placenta humana consideradas positivas por IFI mostraron un patrón de
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fluorescencia que se caracteriza por una tinción continua en la zona
periférica de las vellosidades coriónicas, correspondiente al
sincitiotrofoblasto. La tinción se distribuye por el citoplasma del sincitio,
respetando los núcleos, que aparecen oscuros (en ausencia de anticuemos
antinucleares). Esta tinción de fluorescencia dibuja una serie de anillos a
lo largo del sincitiotrofoblasto, por lo que la hemos denominado patrón
anular sincitial (figura 5).
1.1.7. IFI SOBRE SUSTRATO DE CELULAS TUMORALES
JAR
Se examinaron 40 sueros sobre este sustrato, correspondientes a 20
sueros anti-Sa positivos por IB y otros 20 sueros anti-Sa negativos por IB.
Los 20 sueros anti-Sa positivos mostraron 11 patrones homogéneos, 2
granulares y 1 mixto sobre este sustrato, mientras los sueros anti-Sa
negativos dieron 8 patrones homogéneos, 1 granular y 1 mixto sobre
células JAR. Se observó una buena correlación entre ¡os patrones de
fluorescencia nuclear detectados en este sustrato y los patrones observados
en los mismos sueros, testados sobre células HEp-2. Asimismo no se
detectó en este sustrato ningún patrón de fluorescencia citoplasmático
correspondiente a especificidades no identificadas.
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El uso de células JAR estimuladas con diferentes agentes (dibutiril-
AMPc (0.01 mM, 0.1 mM y 1 mM), teofilina (0.01 mM, 0.1 mM y 1
mM), phytohemoaglutinina (1 mg/mL y 10 mg/mL) y PMA (10 mg/mL
y 50 mg/mL)), no mostró ninguna modificación en los resultados, con
respecto a los hallados en la línea celular JAR sin estímulos.
1.2. RESULTADOS OBTENIDOS CON TECNICA DE
CONTRAINMUNOELECTROFORESIS
El estudio de los 94 sueros de pacientes con AR permitió detectar
un total de 4 sueros positivos (4,2%) para anti-Ro mediante esta técnica
utilizando extracto de placenta, no observándose ninguna otra línea de
precipitación debida a otras especificidades. La CJE realizada con
extracto de timo no detectó otras especificidades.
1.3. RESULTADOS OBTENIDOS CON TECNICA DE
“INMUNOBLOTTING
1.3.1. DETECCION DE ANTI-SA MEDIANTE TECNICA DE
IB CON EXTRACTO DE PLACENTA HUMANA
De los 94 pacientes estudiados, 54 (57,4%) mostraron la presencia
de anti-Sa mediante técnica de IB. El patrón típico anti-Sa consiste en la




1.3.2. OTROS AUTOANTICUERPOS DETECTADOS
MEDIANTE TECNICA DE “iNMUNOBLOTTING”
Mediante IB con extracto de placenta humana, se identificaron lO
sueros (10,6%> en los que se observaba la banda de 60 KD de la partícula
Ro. En dos de estos pacientes (2,1%) se observaba además la banda de 52
KD de la partícula Ro. En un suero se observaba además el patrón
coaespondiente a los anticuerpos anti-SSB/La.
En el IB con extracto de timo de conejo sólo se halló un paciente
que presentaba un doblete BB’. Los resultados de los hallazgos de la
técnica de IB con los diferentes extractos empleados se resumen en la
tabla XV.
TABLA XV. RESULTADOS OBTENIDOS MEDIANTE







PLACENTA HUMANA Anti-Sa 54 (57.4%)
Antí-Ro (60 lCD) 10 (10,6%)
Anti-Ro (52 KD) 2 (2,1%)
Anti-La 1 (1,1%)
TIMO DE CONEJO Anti-BB’ 1 (1,1%)
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1.4. RESULTADOS OBTENIDOS CON TECNICA DE
ENZIMOINMUNOENSAYO
De los 94 sueros estudiados, se detectaron 33 sueros positivos
(35,1%) para anticuerpos antihistonas, y 34 sueros (36.2%) con
anticuerpos anti-ADN nativo. De los sueros positivos, 13 (13,8%)
presentaban reactividad tanto para anticuerpos antihistonas como para
anti-ADN nativo.
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2. ESTUDIO DE LAS CORRELACIONES ENTRE LOS
RESULTADOS OBTENIDOS MEDIANTE DIFERENTES
TECNICAS DE DETERMINACION DE AUTOANTICUERPOS
Y EL “INMUNOBLOTTING” COMO TECNICA DE
REFERENCIA
2.1. TECNíCA DE JNMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA
2.1.1. TEJIDOS DE RATA
No se observó correlación estadística entre los patrones de
fluorescencia citoplasmáticos encontrados sobre estos sustratos y la
presencia de anticuerpos anti-Sa detectados por IB, debido al reducido
número de pacientes que presentaron algún tipo de patrón citoplasmático.
2.1.2. CELULAS TUMORALES HEp-2
No se detectó una asociación significativa entre [a presencia de
anticuerpos anti-Sa por IB y la aparición de determinado patrón de
fluorescencia nuclear con lEí sobre células tumorales. Asi, se hallaron 41
pacientes con anticuerpos antinucleares positivos y patrón homogéneo
sobre este sustrato, de los cuales 24 eran positivos para anticuemos anti-
Sa por IB y 17 eran negativos (Chi2 = 0; p > 0,99; a > 0,991 Se hallaron
7 pacientes con anticuerpos antinucleares positivos y patrón granular, de
los cuales 3 eran positivos para anticuerpos anti-Sa por IB y 4 eran
negativos (Chi2 = 0,172; p= 0,678; a = 0,453). Finalmente, los 5 sueros
con anticuerpos antinucleares positivos y patrón mixto sobre células I-IEp-
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2, correspondían a 3 pacientes positivos para anticuerpos anti-Sa por IB y
2 negativos (Chi2 = 0; p > 0,99; a > 0,99Y(Tabla XVI).
TABLA XVI. RELACJON ENTRE PATRONES DE
INMUNOFLUORESCENCIA SOBRE CELULAS HEP-2 Y
ANTI-SA DETECTADO POR “INMUNOBLOTTING” EN 94
PACIENTES CON ARTRITIS REUMATOIDE
N=54 N=40
IB IB p*
PATRON iFI ANTI-SA(+) ANTI-SA(-)
n (%) u (%)
Horno éneo 24 (44.4%) 17 (42.5%) NS NS
Granular 3 (5,6%) 4 (10,0%) NS NS
Mixto (H-G) 3 (5,6%) 2 (5,0%) NS NS
* Test de Chi cuadrado con corrección de Yates
~ TesÉ exacto de Fisher
NS No significativo
Analizando el titulo de anticuerpos antinucleares determinado
mediante este sustrato, se observa una correlación estadísticamente
significativa entre un título de ANA superior a 1/160 y los anticuerpos
anti-Sa detectados por IB. Asi, de los 30 pacientes con anticuerpos anti-Sa
por IB y ANA positivos, 17 (56,6%) presentaban título de ANA igual o
superior a 1/160, mientras que, de los 23 pacientes sin anticuerpos anti-Sa
por técnica de IB y ANA positivos, 6 (26,1%) presentaban titulo de ANA
igual o superior a 1/160 (Chi2 = 3,789; a 0,0492). Si se consideran
exclusivamente los pacientes con patrón homogéneo de fluorescencia
sobre células HEp-2, que es el mayoritario en nuestro grupo de pacientes,
se observa una tendencia en el mismo sentido, puesto que de los 24
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pacientes con anticuerpos anti-Sa por IB y ANA positivos de patrón
homogéneo, 14 (58,3%) presentaban ANA a título igual o superior a
1/160, frente a 4 de los 17 pacientes sin anticuerpos anti-Sa por técnica de
IB y ANA positivos de patrón homogéneo (23,5%), bordeando el limite
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* Test exacto de Fisher
NS No significativo
2.1.3. SUSTRATO DE NEUTROFILOS HUMANOS
De los 54 sueros positivos para anticuerpos anti-Sa por IB, 11
(20,4%) presentaron patrón de fluorescencia P-ANCA en lEí sobre
neutrófilos humanos, frente a 3 P-ANCA encontrados entre los 40
pacientes con anticuerpos antí-Sa negativos por técnica de IB (7,5%) no
TABLA XVII. RELACION ENTRE TíTULOS DE
ANTICUERPOS ANTINUCLEARES POR IFI SOBRE
CELIJLAS HEP-2 Y ANfl-SA DETECTAI)O POR
“INMUNOBLOTTING’ EN 94 PACIENTES CON ARTRITIS
REUMATOIDE
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observándose por tanto asociación entre ambas especificidades (Chi2 =
2,073; p=O,1499).
2.1.4. SUSTRATO DE PLACENTA HUMANA
Se observa una correlación altamente significativa entre el patrón
de fluorescencia anular sincitial detectado mediante lEí sobre placenta
humana, y anticuerpos anti-Sa detectados por IB. De los 54 sueros con
anticuerpos anti-Sa en IB, 39 mostraron un patrón anular sincitial en IFI,
mientras que de los 40 sueros sin anticuerpos anti-Sa bor IB, 31 no
mostraron el patrón anular sincitial por la técnica de IFI. (Chi2 = 20,788;
p c 0,0001; 011=8,96 1C95% (3,64-22,05); a < 0,000l).(Tabla XVIII).
TABLA XVIII. ANTICUERPOS ANTI-SA DETECTADOS
MEDIANTE “INMUNOBLOTTING” Y CORRELACION CON
PATRON ANULAR SiNCITIAL POR IFI SOBRE SUSTRATO
DE PLACENTA HUMANA EN 94 PACIENTES CON





15 (15,9%) 31 (33,0%) 46 (48,9%)
Chi2 20.788. p < 0,0001 OR 8,96. IC 95% 3.64 - 22.05.
a < 0.0001 (Test exacto de Fisher)
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2.2. TECNíCA DE CONTRAINMUNOELECTROFORESIS
Los 4 sueros positivos para anticuemos anti-Ro por CTE con
extracto de placenta humana fueron también positivos para anticuerpos
anti-Sa por IB. Sin embargo, no se demostró una correlación
estadísticamente significativa (Chi2 = 1,544; p= 0,2141. a = 0,1337).
2.3. TECNICA DE ENZIMOINMUNOENSAVO
La presencia de anticuerpos anti-histonas o de anticuerpos anti-
ADN nativo detectados mediante esta técnica, no se correlacionó con la
presencia de anticuemos anti-Sa por IB, pese a existir una tendencia a la
asociación de ambas especificidades con los anticuemos anti-Sa detectados
por IB. De los 54 sueros positivos para anticuemos anti-Sa por IB, 22
(40,7%) fueron positivos para anti-histonas, mientras que de los 40 sueros
negativos para anticuerpos anti-Sa por IB, 11 (27,5%) fueron positivos
para anti-histonas (Chi2 = 1,235: p= 0,2665). De los 54 sueros positivos
para anticuerpos anti-Sa por técnica de IB, 23 fueron positivos para
anticuerpos anti-ADN nativo (42,6%), mientras que de los 40 sueros
negativos para anticuerpos anti-Sa por técnica de IB, II fueron positivos








INMUNOBLOTTING” EN RELACION A
ANTI-I-IISTONAS Y ANTI-ADN NATIVO
MEDIANTE ENZIMOINMUNOENSAVO EN
CON ARTRITIS REUMATOIDE
n=54 n=40 N=94 1
ELISA IB IB
ANTI-SA(+) ANTI-SA(-) TOTAL
n (%) n (%)
ANTI-HISTONAS 22 (40.7%) 11 (27.5%) 33(35.1%) NS
POSITIVO
ANTI-HISTONAS 32 (59,3%) 29 (72,5%) 61(64,9%) NS
NEGATIVo
ANTI-ADN NATIVO 23 (42.6%) 11 (27.5%) 34(36.2%
POSITIVO II ~1K5
II )jjNSANTI-AUN NATIVO 31 (57.4%) 29 (72,5%) 60(63.8%N EGA TIX’O
* Test de Chi cuadrado con corrección de Yates




Se observa una mayor frecuencia de FR entre los pacientes con
anticuerpos anti-Sa en IB. De los 54 pacientes con anticuerpos anti-Sa, 53
(98,1%> tenían FR positivo. De los 40 pacientes sin anticuerpos anti-Sa,
30 (75%) tenían FR positivo (Chi2=1l,916; OR=17,67; 1C95% (3,46-
90.21); a = 0,0007). (Tabla XX). Los pacientes con anticuerpos anti-Sa
por IB, además, tienen tendencia a presentar niveles más eleyados de FR
(Media ±SD 582,5 + 630 1 unidades) frente a los pacientes con
anticuerpos anti-Sa negativos por IB (Media ±SD 399,5 ±525,7
unidades), aunque sin alcanzar el nivel de significación requerido












POSITIVO 53 <98.1%) 30 (75.0%)
NEGATIVO 1 (1,9%) 10 (25.0%)~
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TABLA XX. ANTICUERPOS ANTI-SA DETECTADOS
MEDIANTE “INMUNOBLOTTING” Y FACTOR
REUMATOIDE DETECTADO POR NEFELOMETRíA EN 94
PACIENTES CON ARTRITIS REUMATOIDE
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3. ESTUDIO DE LAS CORRELACIONES ENTRE LOS
RESULTADOS OBTENIDOS MEDIANTE DiFERENTES
TECNICAS DE DETERMINACION DE AUTOANTICUERPOS
Y EL PATRON ANULAR SINCITIAL DETECTADO
MEDIANTE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA SOBRE
PLACENTA HUMANA
3.1. TECNICA DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA
3.1.1. TEJIDOS DE RATA
No se observaron correlaciones entre los patrones de fluorescencia
citoplasmáticos, obtenidos mediante TUI sobre estos sustratos y el patrón
anular sincitial obtenido mediante ¡FI sobre placenta humana.
3.1.2. CELULAS TUMORALES HEp-2
No se detectó ninguna asociación significativa entre la presencia del
patrón anular sincitial detectado mediante ¡FI sobre placenta humana y la
aparición de determinado patrón de fluorescencia nuclear con ¡FI sobre
células tumorales HEp-2. Así, se hallaron 41 pacientes con ANA positivos
y patrón homogéneo sobre este sustrato, de los cuales 18 presentaban
patrón anular sincitial en ¡FI sobre placenta humana y 23 eran negativos
(Chi2 = 1,027; p = 0,31; a = 0,2984). Se hallaron 7 pacientes con ANA
positivos y patrón granular, de los cuales 3 presentaban patrón anular
sincitial en ¡FI sobre placenta humana y 4 eran negativos (Chi2 = 0,003;
p= 0,95; a = 0,711). Finalmente, los 5 sueros con ANA positivos y
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patrón mixto sobre células HEp-2, correspondían a 4 pacientes con patrón
anular sincitial en lUí sobre placenta humana y 1 negativo (Chi2 = 0,758;
p = 0,384; a = O,3619).(Tabla XXI).
TABLA XXI. RELACION ENTRE PATRONES DE
INMUNOFLUORESCENCIA SOBRE CELULAS HEP-2 Y
PATRON ANULAR SINCITIAL DETECTADO POR ¡FI
SOBRE SL’STRATO DE PLACENTA HUMANA EN 94
PACIENTES CON ARTRITIS REUMATOIDE
N=48 1 N=46
IFI-PLACENTA IFI-PLACENTA p~ a~
PATRON IFI PATRON NEGATIVA
ANULAR
SINCITIAL
ti (%) ti (%)
Homogéneo 18 (37.5%) 23 (50.0%) NS NS
Granular 3 (6.3%) 4 (8.7%) NS NS
Mixto (H-G) 4 (8,3%) 1 (2,2%) NS NS
* Test de Chi cuadrado con corrección de Yates
** Test exacto de Fisher
NS No signulicativo
La presencia de patrón anular sincitial detectado por IFI sobre
placenta humana no se correlaciona con los títulos de ANA detectados por
IUI sobre células HEp-2 (Chi2 = 0,840; p
— 0,3594; a = 0,2756).
Tampoco se observa correlación cuando se consideran sólamente los
pacientes con ANA patrón homogéneo (Chi2 =1,026; p = 0,311; a =
0,2186)(tabla XXII).
Resultados
TABLA XXII. RELACION ENTRE TíTULOS DE
ANTICUERPOS ANTINUCLEXRES POR ¡FI SOBRE
CELULAS HEP-2 Y PATRON ANULAR SINCITIAL
DETECTADO POR IFI SOBRE PLACENTA HUMANA EN 94





TITULO ANA ¡FI ¡FI ¡FI IFI
(-) PAS (-) PAS
<11160 18 12 15 8
=11160 10 13 8 10
NS NS
* Test exacto de Fisher
NS No significativo
PAS Patrón anular sincitial
3.1.3. NEUTROFILOS HUMANOS
De los 48 sueros con patrón anular sincitial por ¡FI sobre placenta
humana, 9 (18,8%) mostraron patrón P-ANCA por ¡FI sobre neutrófilos
humanos frente a 5 de los restantes 46 sueros (10,9%), siendo la




3.2. TECNICA DE CONTRAINMUNOELECTROFORESIS
Los 4 sueros con anticuerpos anti-Ro detectados mediante CíE
presentaban asimimo patrón anular sincitial en ¡FI sobre placenta
humana. Sin embargo, no pudo demostrarse una correlación
estadisticamente significativa (Chi2 = 2,22; p = 0,136; a = 0,1173).
3.3. TECNICA DE ENZ¡MOINMUNOENSAYO
De los 48 sueros con patrón anular sincitial en ¡FI sobre placenta
humana, 17 (35,4%) eran positivos para anticuerpos anti-histonas
detectados por ELISA, mientras que de los 46 sueros con IR negativa, 16
(34.8%) fueron positivos para anticuerpos anti-histonas (Chi2 = 0; p >
0,99). Tampoco se encontró correlación estadísticamente significativa
entre el patrón anular sincitial por ¡FI y la presencia de anticuerpos anti-
ADN nativo. De los 48 sueros con patrón anular sincitial en IFI, 21
(43,8%) presentaron anticuerpos anti-ADN nativo por ELISA, mientras
que de los 46 sueros negativos por técnica de IFI, 13 (28,3%> mostraron
anticuerpos anti-ADN nativo por ELISA (Chi2 = 1,8 16 p=O,1778) (tabla
XXIII).
Resultados
TABLA XXIII. PATRON ANULAR SINCITIAL DETECTADO
MEDIANTE IFT SOBRE SUSTRATO DE PLACENTA
HUMANA EN RELACION A ANTICUERPOS ANTI
HISTONAS Y ANTI-.ADN NATIVO DETECTADOS











* Test de Chi cuadrado con corrección de Vates
NS No si niticativo
ANTI-HISTONAS
POSITIVO
17 (35.4%) 16 (34.8%) 33 (35.1%) NS
ANTI-HISTONAS
NEGATIVO
31 (64,6%) 30 (65,2%) 61 (64,9%) NS
ANTI-ADN
POSITIVO
21 (43,8%) 13 (28.3%U 34 (36.2%) NS’
ANTI-ADN
NEGATIVO
27 (56,2%) 33 (71,7%) 60 (63.8%) NS
3.4. DETERMINAC ION DE
MEDIANTE NEFELOMETRIA
FACTOR REUMATOTDE
El patrón anular sincitial detectado en ¡FI sobre placenta humana se
relaciona con la presencia de FR, puesto que, de los 48 pacientes con
patrón anular sincitial en IFI, 47 (97,9%) presentaron FR positivo,
mientras que de los 46 pacientes con ¡FI negativa, ‘36 (78,3%)
presentaban UR positivo (Chi2=8,783; OR=13,06; 1C95% (2,39-71,41); a
= 0,0034).(Tabla XXIV). Los enfermos con ¡FI positiva, además, tienen
tendencia a presentar niveles más elevados de FR (Media ±SD 570,1 ±
96
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598,4 unidades) frente a los pacientes con IFI negativa (Media ±SD
445,0 + 597 7 unidades), aunque sin alcanzar el nivel de significación














POSITJVO 47 (97,9%) 36 (78,3%)
NEGATIVO 1 (2,1%) 10 (21,7%)
N — 48 1
1
N=46
TABLA XXIV. RELACION ENTRE PATRON ANULAR
SINCITIAL DETECTADO POR IFI SOBRE SUSTRATO DE
PLACENTA HUMANA Y FACTOR REUNIATOIDE
DETECTADO POR NEFELOMETRíA EN 94 PACIENTES
CON ARTRITIS REUMATOIDE
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4. COINCIDENCIAS Y DISCREPANCIAS DE LA TECNICA
DE ¡FI Y LA TECNICA DE “INMUNOBLOTTING” PARA LA
DETECCION DE ANTICUERPOS ANTI-SA. EN RELACION
A RESULTADOS DE LAS TECNICAS DE DETECCION DE
AUTOANTIC UFRPOS
El resumen de las asociaciones entre autoanticuerpos puede
observarse en la tabla XXV. Tanto la técnica de IFI sobre placenta
humana como la técnica de IB, considerada técnica de referencia para la
detección de anticuemos anti-Sa, no se asocian significativamente a
patrones de fluorescencia citoplasmáticos sobre los diferentes sustratos
estudiados, debido a la escasa incidencia de los mismos. Tampoco
muestran asociación con algún patrón de ANA concreto (homogéneo,
granular ó mixto). Los pacientes con anticuemos anti-Sa por IB presentan
un titulo más alto de ANA, a diferencia de los pacientes con patrón anular
sincitial en IFI.
Ambas técnicas no se correlacionan con anticuerpos ¡‘-ANCA
detectados por ¡FI sobre neutrófilos humanos, ni con anticuemos anti-
histonas o anti-ADN nativo detectados mediante ELISA.
Los pacientes con anticuerpos anti-Ro detectados por CIE presentan
en todos los casos anticuerpos anti-Sa detectados por IB y patrón anular
sincitial detectado por lUí, aunque no puede demostrarse una asociación
estadísticamente significativa, debido al escaso número de pacientes con
anticuemos anti-Ro.
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Tanto los anticuerpos anti-Sa detectados por IB, como el patrón
anular sincitial en IFI sobre placenta humana, muestran una asociación
altamente significativa con la positividad de factor reumatoide mediante
nefelometría.
‘TABLA XXV. CUADRO COMPARATIVO DE LAS
ASOCIACIONES HALLADAS ENTRE ANTICUERPOS ANTI-
SA DETECTADOS POR IB O POR ¡FI SOBRE PLACENTA
HUMANA Y LA PRESENCIA DE AUTOANTICUERPOS EN
94 PACIENTES CON AR.
ALTO- IB IB a* lEí- IFI
ANTICUERPOS ANTI- ANTI- ANTI- ANTI
Sa O-) SA (-) Sa (-4-) Sae)
N= 54 N=40 N=48 N=46
Patrón homogeneo 44.4% 42,5% NS 37,5% 50,0% NS
Patrón granular 5.6% 10,0% NS 6,3% 8,7% NS
Patrón mixto 5,6% 5.0% NS 8,3% 2,2% NS
ANA =11160 (nz30) (n~=23) ** (n=25) (n=28) NS
56,6% 26.1% 52,0% 35.7%
ANA Homogéneo (n=24) (n=17) NS (n=18) (n=23) NS
=1(160 58.3% 23.5% 55,5% 34,8%
P-ANCA <-4-) 20,4% 7,5% NS 18,8% 10,9% NS
anti-Ro O-) 100% 0% NS 100% 0% NS
anti-histonas O-) 40,7% 27.5% NS 35,4% 34,8% NS
anti-ADNn (-4-) 42,6% 27,5% NS 43,8% 28,3% NS
Factor reumatoide 98,1% 75% **** 97.9% 78.3% ***
* Nivel de significación estadistica según test exacto de Fisher.
NS No significativo
** a<0.05 cx’z0,01 ~ a <0,001
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5. ESTUDIO DE LAS CORRELACIONES EXISTENTES
ENTRE PRESENCiA DE PARAMETROS CLINiCOS Y
PRESENCIA DE ANTICUERPOS ANTI-SA DETECTADOS
MEDIXNTE “INMUNOBLOTTING” O lid SOBRE
PLACENTA HUMANA
5.1. “INMUNOBLOTTING’
No se observaron diferencias significativas en [a incidencia de
anticuemos anti-Sa detectados por IB. en relación a la edad y el sexo de
los pacientes. El tiempo de evolución de la enfermedad (Media ±SD) en
los pacientes con anticuemos anti-Sa detectados por IB es de 9.9 ±8,8
años, frente a 7 ±8 años en los pacientes sin anticuerpos anti-Sa
(diferencia media 2,97 años; p = 0,0966). Por tanto, los pacientes con
anticuemos ami-Sa detectados por IB tienen una tendencia, no
estadisticamente significativa, a presentar una enfermedad más
evolucionada.
Entre los pacientes con anticuerpos anti-.Sa, se observa una mayor
frecuencia de estadios radiológicos considerados de afección articular
grave, es decir, III y IV (53,7%), frente a los pacientes sin anticuerpos
anti-Sa (25%)(Chi2 = 6,661; p = 0,0099; OR=3,48; 1C95% <1,45-8,35); a
= 0,0062).
En cuanto al grado funcional de los pacientes con anticuerpos anti-
Sa detectados por IB, éstos presentan una tendencia a una afección más
grave respecto al resto del grupo. 4sf, los estadios funcionales III y IV
aparecen en el 31,5% de los pacientes, mientras que los pacientes sin
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anticuerpos anti-Sa, presentan estos estadios funcionales avanzados en el
17,5% de casos. Sin embargo, no puede demostrarse una asociación
estadísticamente significativa (Chi2 1,684; p=O,l943; a = 0,1545
(Tabla XXVI).
TABLA XXVI. ANTICUERPOS ANTI-SA DETECTADOS
MEDIANTE “INMUNOBLOTTING’ Y ESTADIOS





n (%) n (%)
ESTAI)IO ~ 1 25 <46q3%) 30 (75,0%) ~
RAI)IOLOGICO 111-1v ( 29 (53,7%) 10 (25,0%)
ESTADIO ¡-II 37 (68,5%) 33 <82,5%) NS
FUNCIONAL 111-1V 1 17 (31,5%) 7 (17,5%)
* Nivel de significación estadística según Test exacto de Fisher
NS No si nit’icativo *** a<OqOl
La presencia de anticuerpos anti-Sa por IB se relaciona con una
mayor probabilidad de afección extraarticular (83,3% de los pacientes
con anticuerpos anti-Sa, frente al 57,5% del resto del grupo). (Chi2 =
6,427; OR 3,70; 1C95% (1,46-9,32); p = 0,0112 o = 0,0096).
Específicamente, la presencia de anticuerpos ami-Sa por IB se
correlaciona de forma significativa con la presencia de SS, afección renal
y anemia (Tabla XXVII).
Resultados
TABLA XXVII. ANTICUERPOS ANTI-SA DETECTADOS
MEDIANTE “INMUNOBLOTTING” Y MANIFESTACIONES






Afección cutánea 3 (5.6%) 0 (0.0%) NS
Síndrome de Sjógren 19 (35.2%) 6 (15,0%) **
Afección pulmonar 8 (14.8%) 1 (2.5%) NS
Afección cardiaca 3 (5.6%) 0 (0.0%) NS
Afección SNC 5 (9,3%) 2 (5,0%) NS
Afección hepática 11 (20,4%) 3 (7.5%) NS
Afección renal 9 (163%) 1 (2.5%) **
Anemia 37 (68,5%) 13 (32,5%) ****
Linfo enia 8 <14.8%) - 5 (12,5%> NS
* Nivel de significación estadística según Test exacto de Fisher
NS No si niticativo ** cx <0,05 **** ac0,001
5.2. IFI SOBRE SUSTRATO DE PLACENTA HUMANA
Al igual que en los pacientes con anticuerpos anti-Sa en IB, la
presencia del patrón anular sincitial detectado mediante IFI sobre placenta
humana, no presenta diferencias significativas en relación a la edad ni al
sexo de los pacientes.
Los pacientes con patrón anu ar sincitial detectado por ¡FI, tienen
un tiempo significativamente mayor de evolución de la enfermedad que
102
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los pacientes con ¡FI negativa (11,3 ±8,5 años frente a 59 + 7,8 años,
diferencia media 5,5 años, p=O.OOI6)
El patrón anular sincitial detectado mediante lEí se relaciona con
formas más agresivas de la enfermedad, con estadios radioló2icos más
avanzados <111-1V) en un 62,5% de los pacientes con técnica de lEí
positiva, frente a 19.6% en los pacientes con técnica de IFI negativa (Chi2
= 16,112; OR=6,85 1C95% (2,80-16,74); p c 0,0001; a < 0,0001).
Asimismo, la presencia de patrón anular sincitial mediante lEí sobre
placenta humana se asocia con estadios funcionales más incapacitantes
(111-1V) en el 37,5% de los pacientes, en comparación con el 13% de
pacientes con afección grave y técnica de ¡FI sobre placenta humana
negativa (Chi2 = 6,159; OR= 4 1C95% (1,47-10,87); p = 0,0131; cx =
0,0089)(tabla XXVIII).
TABLA XXVIII. RELACION ENTRE PATRON ANULAR
SINCITIAL DETECTADO POR IFI SOBRE SUSTRATO DE
PLACENTA HUMANA Y ESTADIOS RADIOLOGICOS Y










fi (%} n (%)
ESTADIO 1-II 1 18 (37,5%)





30 (62,5%) 40 (87,0%)
18 (37,5%) 6 (13,0%)
* Nivel de significación estadística según Test exacto de Fisher
NS No significativo
a<0.01 *-****: cx <0,0001
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Asimismo, existe una mayor incidencia de manifestaciones
extraarticulares entre los pacientes con patrón anular sincitial detectado
mediante IFI. En concreto, se observa una incidencia significativamente
más elevada de afección renal y anemia. La asociación con el SS es, del
resto de manifestaciones extraarticulares, la que más se acerca al limite de
significación estadistica, con a = 0,06. La asociación con otro tipo de
manifestaciones extraarticulares no es estadísticamente significativa,
probablemente debido al escaso número de pacientes con afección
cutánea, pulmonar o cardiaca (tabla XXIX).
TABLA XXIX. RELACION ENTRE PATRON ANULAR
SINCITIAL DETECTADO POR lEí SOBRE SUSTRATO DE)
PLACENTA HUMANA Y MANIFESTACIONES’








Afección cutánea 3 <6,25%) 0 (0,0%) NS
Síndrome de Sjógren 17 (35,4%) 8 (17.4%) NS






Afección SNC 4 (8,33%) 3 (6,5%) NS
Afección hepática lO (20.8%) 4 (8,7%) NS
Afección renal 10 (20,8%) 0 (0,0%)
Anemia 35 (72,9%) 15 (32,6%) ****
Linfo enia 8 (16,7%) 5 (10,9%) NS
* Nivel de significación estadística según Test exacto de Fisher
NS No si niticativo a<0,01 **** a <0,001
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6. COINCIDENCIAS Y DISCREPANCIAS DE LA TECNICA
DE “INMUNOBLOTTING” PXRA LA DETECCION DE
ANTICUERPOS ANTI-SA Y EL PATRON ANULAR
SINCITIAL DETECTADO POR ¡FI. EN RELACION A
CARACTERíSTICAS CLíNICAS DE LOS PACIENTES
El resumen de las principales asociaciones de ambas técnicas con las
características clínicas de los pacientes estudiados se expone en la tabla
Xxx,
Tanto la técnica de IB para la detección de anticuerpos anti-Sa
como la presencia de patrón anular sincitial detectado por ¡FI sobre
placenta humana, no presentan relación con la edad ni el sexo de los
pacientes. En cambio, ambas se asocian a AR de más años de evolución,
de forma estadísticamente significativa en el caso de la técnica de IFI.
Asimismo se relacionan con formas más graves de la enfermedad,
tanto desde el punto de vista de criterios radiológicos como de criterios
funcionales, siendo muy elevado el porcentaje de pacientes con estadios
III y IV entre los pacientes con positividad por ambas técnicas. Sólo la
asociación entre estadio funcional y anticuerpos anti-Sa detectados por
técnica de IB no alcanza el grado requerido de significación estadística.
De igual forma, se observan asociaciones de ambas técnicas con la
afección extraarticular o sistémica, considerada en su conjunto, ó con
formas especificas de afección sistéinica como la afección renal, la anemia
y el SS.
Resultados
TABLA XXX. CUADRO COMPARATIVO DE LAS
ASOCIACIONES HALLADAS ENTRE ANTI-SA DETECTADO
POR IB O PATRON ANULAR SINCITIAL DETECTADO POR
¡FI SOBRE PLACENTA HUMANA Y LAS






























53,7% 25,0% *** 62,5% 19,6% ~
Estadio funcional
avanzado (111-1V)
31,5% 17,5% NS 37.5% 13,0% ~
Afección
e~ÁraarticuIar
83,3% 57,5% ~ 81.3% 63,0% NS
Síndrome Sjbgren 35,2% 15,0% ** 35~4% 17,4% NS
Afección renal 16,7% 2.5% ** 20.8% 0%
Anemia 68.5% 32.5% **** 72,9% 32,6% ****
PAS Patrón anular sincitial
Nivel de significación estadística según test t de Student
NS No si niticativo p<0,O5
* Nivel de significación estadística según test exacto de
Fis he r.
NS No significativo ** cx <0,05 ~“‘~ a < 0,001
a < 0.01 ~ a < 0,0001
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7. EVALUACION DE LA TECNICA DE IFI SOBRE
PLACENTA HUMANA PARA LA DETECC ION DE
ANTICUERPOS ANTI-SA TITULACION DE LOS
ANTICUERPOS Y ENSAYO DE ABSORCION CON
ANTíGENO SA PURIFICADO.
Con la finalidad de determinar, mediante técnica de IFI, el título de
los anticuemos que originan el patrón de fluorescencia anular sincitial en
los pacientes con AR, se realizaron diluciones seriadas de los mismos a
partir de la dilución de trabajo (1:5), examinándolos nuevamente por lEí
sobre placenta humana a las diluciones 1:10, 1:20, 1:40 y 1:80. La mayor
parte de los sueros (85,4%), perdieron la capacidad de dar una tinción
positiva de fluorescencia a la dilución 1:20 (figura 7). La titulación
máxima obtenida por los diferentes sueros se especifica en la tabla XXXI.
TABLA XXXI. TITULACION DE ANTICUERPOS CON
PATRON ANULAR SINCITIAL POR IFI SOBRE SUSTRATO
DE PLACENTA HUMANA EN PACIENTES CON AR










8. LOCALIZACION CELULAR Y SUBCELULAR DEL
ANTíGENO SA
8.1. LOCALIZACION A NIVEL CELULAR
8.1.1. “INMUNORLOTTING” CON EXTRACTO DE
MITOCONDRIAS DE PLACENTA HUMANA
Con la finalidad de determinar la fracción celular frente a la cual se
producía la reactividad del antígeno Sa, se realizó la técnica de IB
utilizando separadamente, como extractos, las distintas fracciones
obtenidas por el método de centrifugación diferencial de Graham, y como
anticuerpo, sueros de pacientes con AR que habían mostrado reactividad
anti-Sa por IB con extracto completo de placenta humana. Se obtuvo el
patrón de bandas de precipitación correspondiente a los anticuerpos anti-
Sa en aquellos casos en que se emplearon como extracto las fracciones P2
y P3 (figura 9). Estas fracciones, obtenidas como sedimentos después de
la segunda y tercera centrifugación del homogeneizado de placenta,
contienen primordialmente mitocon(lflas de gran tamaño (fracción P2) y
mitocondrias, lisosomas, peroxisomas, aparato de Goigi y retículo
endoplásmico rugoso (fracción PJ).
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8.1.2. “INMLNOBLOTTING” CON EXTRACTO DE
MITOCONDRIAS DE HíGADO DE RATA
A diferencia de lo ocurrido con e] inmunoblotting con extracto de
placenta humana, no fue posible detectar la reactividad del antígeno Sa
con ninguno de los sueros de los pacientes mediante IB con extracto de
mitocondrias de hígado de rata.
8.1.3. ADSORCION DE SUEROS CON ANTICUERPOS ANTI-
SA CON EXTRACTO DE MITOCONDRIAS DE PLACENTA
HUMANA Y POSTERIOR ANALISIS MEDIANTE IFI
Los sueros con anticuerpos anti-Sa que habian presentado
reactividad en la tecnica de lEí sobre sustrato de placenta humana a la
dilución 1/20, fueron sometidos al procedimiento de adsorción con
extracto de mitocondrias de placenta humana, y subsiguientemente fueron
nuevamente examinados mediante ¡FI sobre el mismo sustrato. Se observó
que, tras la adsorción, se producía una pérdida de la tinción fluorescente
anular sincitial en todas las muestras (figura 1Gb>.
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8.2. LOCALIZACION A NIVEL SURCELULAR <
8.2.1. ADSORCION DE SUEROS CON ANTICUERPOS ANTI-
SA CON LAS DIFERENTES SUBFRACCIONES
NIlTOCONDRIALES DE PLACENTA HUMANA Y
POSTERIOR ANALISIS MEDIANTE IFI
Con la finalidad de determinar la localización del antígeno Sa en
alguna de las diferentes subfracciones mitocondriales, purificadas por el
método de Soper y Pedersen, se rea izaron procedimientos de adsorción
con cada una de las subfracc iones mitocondriales, examinando
posteriormente los sueros con anticuerpos anti-Sa adsorbidos mediante
1FI sobre sustrato de placenta humana.
Ninguna de las subfracciones rnitocondriales fue capaz de eliminar
totalmente la reactividad anti-Sa de ninguno de los sueros por ninguna de
las dos técnicas de detección utilizadas, aunque se producía una mayor
atenuación de la fluorescencia cuando se utilizaba la subfracción




La AR es la enfermedad reumática inflamatoria autoinmune más
frecuente, afecta a más de un 1% de la población (29,68). Actualmente no
existe un marcador serológico especifico de la AR. si bien se considera
que, en pacientes con clínica compatible con AR. la detección de niveles
elevados de FR apoya el diagnóstico (29, 57). Los anticuerpos anti-Sa
pueden detectarse precozmente en la AR, y su detección puede ser útil en
el diagnóstico de dicha enfermedad, como ha sido recientemente descrito
en un estudio (203). Utilizando la técnica de IB. estos autores obtienen
una sensibilidad de 32,8% y una especificidad de 99.7%, con un valor
predictivo (VP) positivo de 98,4% y un VP negativo de 75,5%, cuando la
incidencia de AR entre la población de enfermos estudiados es de un
32,4%. En dicha serie, la detección de FR mediante nefelometría tiene
una sensibilidad de 76,3% y una especificidad de 84,2%, con un VP
positivo de 73,7% y un VP negativo de 86%. En otro estudio de nuestro
grupo, se estimó que el cálculo teórico para una incidencia de AR de un
1 % en la serie de pacientes da VP positivo y negativo de 52,4% y 99,3%
para los anticuerpos anti-Sa, y de 0,9% y 98,5% para el FR,
respectivamente (207.).
Estos datos sugieren que el valor de la detección de los anticuemos
anti-Sa por IB es superior a la del FR en el despistaje serológico de la
AR. Sin embargo, el uso de la técnica de IB como técnica “standard”
plantea una serie de problemas, corno su baja sensibilidad y el ser una
técnica demasiado laboriosa. Por tanto, para que la detección de los
anticuerpos anti-Sa para el diagnóstico de la AR pueda realizarse en la
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práctica diaria, debería realizarse mediante una técnica rápida y sencilla,
y que además tenga una buena sensibilidad y especificidad. Como en el
caso de otros autoanticuerpos, los principales métodos candidatos para el
despistaje serológico de los ac. anIÁ-Sa serían la ¡FI y la técnica de
ELISA.
Recientemente, en nuestro grupo, se han realizado estudios que han
permitido purificar el antígeno Sa, demostrándose la existencia de dos
tipos de anticuerpos anti-Sa en los sueros de pacientes con AR; uno
dirigido contra el antígeno Sa degradado. y otro dirigido contra el
antígeno Sa nativo (207). Los anticuerpos anti-Sa nativo detectados
mediante ELISA no son específicos de AR. ya que pueden detectarse en el
suero de pacientes diagnosticados de LES. En la AR, los anticuemos anti-
Sa detectados por ELISA aparecen en el 33,3% de los pacientes, siendo la
especificidad de 93,5%, con un VP positivo de 64,7% y un VP negativo
de 80%. El cálculo teórico para una incidencia de pacientes con AR de un
1 % en la serie, da un VP positivo de 4,9% y un VP negativo de 99,2%
(207). Por tanto, el anticuerpo anti-Sa nativo detectado por la técnica de
ELISA seria un parámetro inferior al FR detectado por nefelometría.
dada la menor sensibilidad del ELISA.
Sin embargo, con el método de ELISA utilizando el antígeno Sa
purificado y degradado, se obtienen unos resultados similares al IB. La
sensibilidad se incrementa, se detectan anticuerpos anti-Sa en el 76% de
los pacientes con AR. pero la especificidad disminuye, puesto que se
detectan en el 22% de pacientes con LES (207). En definitiva, el ELISA
puede ser muy útil en la detección de los anticuerpos anti-Sa, pero hemos
descrito anteriormente que la respuesta de anticuerpos anti-Sa es
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heterogénea. y que la capacidad de detección de anticuerpos depende de la
degradación del antígeno. Dicha variabilidad (207), puede limitar
técnicamente la utilidad del ELISA como prueba diagnóstica. Además, la
escasa disponibilidad de antígeno Sa puro es otra limitación de la
utilización del ELISA en la práctica de laboratorio diaria.
La ¡El es la técnica más idónea para e] despistaje de los anticuemos
antinucleares y anticitoplasmáticos en las enfermedades autoinmunes. Para
determinar la utilidad diagnóstica de la técnica de lEí para la detección de
los anticuemos anti-Sa en pacientes con AR, se han estudiado 94 sueros y
se han comparado con los resultados obtenidos mediante la técnica de IB,
considerada de referencia en la detección de anticuerpos anti-Sa.
Inicialmente, se utilizó la técnica de lEí empleando como sustrato
células tumorales I-IEp-2 y preparaciones de estómago, riñón e hígado de
rata, que son los comunmente utilizados para la detección de anticuerpos
antinucleares y anticitoplasmáticos. Los resultados mostraron sólamente
una tinción de fluorescencia nuclear con diferentes patrones (homogéneo,
granular y mixto) y citoplásmica (anti-mitocondrial, anti-músculo liso y
anti-células parietales gástricas), no hallandose patrones citopiasmáticos ni
nucleares diferentes de los ya mencionados. En consecuencia, estos
sustratos, ampliamente utilizados para el despistaje de autoanticuerpos, no
son útiles para la identificación de anticuerpos anti-Sa.
A continuación, se utilizó la técnica de IFI con los sustratos
relacionados con anticuerpos organoespecíficos, como son tejido adrenal,
tiroides y pancreas de mono, dado que los tejidos humanos equivalentes
son de muy dificil obtención. El resultado de la lEí sobre estos sustratos
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fue negativo, encontrandose únicamente los patrones de tinción nuclear ya
descritos previamente.
Dado que hasta el momento se habían examinado sustratos animales
y células humanas de origen tumoral, se analizó la especie-espdcificidad
de los anticuemos anti-Sa utilizando los sueros de pacientes con AR sobre
otros sustratos, incluyendo células y tejidos humanos normales. La técnica
de IFI utilizando neutrófilos humanos demostró la presencia de algunos
casos positivos con la clásica tinción perinuclear (P-ANCA), sin
observarse otros patrones de fluorescencia sobre este sustrato.
Sobre la base de los resultados obtenidos por la técnica de IB con
fracciones celulares de placenta humana, que sugerían la reactividad de
los anticuerpos antí-Sa con mitocondrias, se utilizó hígado humano (tejido
rico en mitocondrias y sustrato idóneo para la detección de anticuerpos
contra antígenos citoplasmáticos, como los anti-LKM-3) como sustrato de
la técnica dc 1FF Los resultados demostraron que, por esta metodología,
algunos sueros de pacientes con AR presentaron patrones de fluorescencia
correspondientes a anticuemos antinucleares, sin poder identificarse un
patrón de fluorescencia compatible con otra reactividad.
Dado que el grupo de Ménard y colaboradores, así como nuestro
propio grupo de trabajo, habíamos obtenido resultados positivos en la
detección de anticuerpos anti-Sa mediante la técnica de IB con extractos
salinos de placenta humana, el siguiente sustrato utilizado en la técnica de
IFI fue placenta humana. Es en este sustrato donde, por primera vez, se
detecta un patrón de fluorescencia diferente a los observados frente a
anticuerpos de distintas especificidades, ya sea antinucleares ó
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anticitoplasmáticas. El patrón de fluorescencia que aparece frente a los
anticuerpos anti—Sa tiñe homogéneamente el citoplasma de las células del
sincitiotrofoblasto placentario, adquiriendo la fluorescencia en su
conjunto un aspecto que hemos dado en denominar “patrón anular
sincitial”. Este patrón de fluorescencia es de fácil identificación y se
encuentra en un porcentaje significativo (51,1%) de los pacientes
estudiados. La reproductibilidad de la técnica es alta. Este patrón de
fluorescencia anular sincitial se distingue con facilidad de otros patrones
antitrofoblásticos descritos por otros autores, como el patrón que
originan los anticuerpos anti-TAl, cuya tinción, limitada al
sincitiotrofoblasto, aparece sólo en las áreas apicales del sincitio, o el
patrón que originan los anticuerpos anti-plasminógeno. cuya tinción es
citoplasmática, tiñendo tanto el sinciko como el citotrofoblasto (224).
Finalmente, se utilizó como sustrato de la técnica de IFI células
SAR, que proceden de un coriocarcinoma humano. Los resultados
mostraron exclusivamente patrones nucleares de fluorescencia. Ello
podría estar relacionado con una escasa formación de estructuras
sincitiales “in vitro” por parte de esta estiqe celular, pese a su origen
trofoblástico.
La correlación entre la detección del patrón de anticuerpos anti-Sa
por la técnica de lEí y los anticuemos anti-Sa detectados por técnica de IB
es significativa, aunque existen discordancias. De los 54 sueros con
anticuerpos aniS-Sa detectados por IB, 39 muestran un patrón anular
sincitial por ¡FI. Esta discordancia podria deberse a una mayor
sensibilidad de la técnica de lB ó a la ausencia de anticuerpos antí-Sa
nativo en algunos sueros, lo que haría que no fuesen detectados por la
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técnica de lEí, y sí por IB, que detecta anti-Sa degradado. De los 40
sueros anti-Sa negativos por la técnica de IB, la técnica de lEí detectó 9
sueros con patrón anular sincitial, tratandose probablemente de sueros
con anticuerpos dirigidos exclusivamente contra epítopos nativos del
antígeno Sa. No obstante, existe una asociación altamente significativa
entre la presencia de anticuerpos aniS-Sa por la técnica de IFI y de
anticuemos anti-Sa por la técnica de IB (p inferior a 0,0001).
Para analizar si el patrón de fluorescencia que aparece en placenta
humana tras incubación con los sueros de pacientes con AR y anticuerpos
anti-Sa se debe a una reactividad específica frente al antígeno Sa, se
realizaron tests de adsorción con antígeno Sa purificado. La adsorción de
los sueros de los pacientes con antígeno Sa purificado eliminó la tinción
fluorescente. Estos resultados confirman que el patrón anular sincitial
hallado mediante lEí sobre placenta humana corresponde a una
reactividad específica de los anticuerpos anti-Sa con el antigeno Sa. La
adsorción con mitocondrias humanas también eliminó la tinción
fluorescente, y ello está en relación con la presencia del antígeno Sa en la
fracción mitocondrial, como fue demostrado por la técnica de IB.
Utilizando subfracciones mitocondriales para la adsorción, la inhibición
de la tinción de fluorescencia fue sólo parcial, destacando entre ellas la
subfracción correspondiente a la membrana interna mitocondrial. La
diferente capacidad inhibitoria puede ser debida a una mayor cantidad de
antígeno Sa en dicha subfracción mitocondrial.
Una vez confirmada la utilidad de la técnica de lEí sobre placenta
humana para la identificación de los anticuerpos anti-Sa, analizamos el
enfoque semicuantitativo de la técnica. En un número reducido de sueros,
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que habían dado una reactividad intensa por lEí a la dilución de trabajo
(1:5>, no se pudo detectar la reactividad (patrón de fluorescencia positivo)
a diluciones iguales o superiores a 1/80. Estos resultados sugieren que el
rango de la dilución que permite detectar la reactividad frente al antígeno
Sa mediante IFI es pequeño (dilucion 1/5 a 1/40), lo que hace dificultoso
el poder diferenciar claramente un grupo de pacientes con títu os elevados
de anticuerpos anti~Sa.
La detección de anticuerpos anti-Sa, tanto por técnica de IFI sobre
placenta humana, como por técnica de IB, no se asocia significativamente
con ninguno de los autoantiduerpos analizados en este estudio (anticuerpos
antinucleares : anti-ENA, anti-ADN, anti-histonas; anticuerpos
anticitoplásmáticos : anti-mitocondria, anti-músculo liso, ANCA). Sin
embargo, se encontró una asociación, altamente significativa, entre los
anticuerpos anti-Sa detectados por ambas técnicas y la presencia de FR
sérico.
En estadios previos realizados en nuestro centro utilizando la
técnica de IB, se ha podido demostrar una asociación entre la presencia de
anticuerpos antí-Sa y una mayor incidencia de manifestaciones
extraarticulares, en particu¡ar con la presencia de nódulos reumatoides,
afección pulmonar, SS y amiloidosis renal (200,202,206,225). También se
ha observado que la enfermedad articular parece ser más grave en los
pacientes con anticuerpos anti-Sa detectados por técnica de IB. En nuestro
estudio, los resultados obtenidos utilizando la técnica de IB son similares a
los descritos anteriormente.
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Por otra parte, las asociaciones entre las alteraciones clinicas de los
pacientes con AR y la presencia de los anticuerpos anti-Sa. identificados
mediante lEí, es similar a la obtenida mediante IB. Los anticuerpos anti-
Sa detectados mediante la técnica de lEí se asocian con una mayor
frecuencia de afección renal y anemia. La asociación con SS está próxima
al grado de significación estadística. Los anticuerpos anti-Sa detectados
por la técnica de lEí tambien se asocian con un mayor tiempo de
evolución de la enfermedad y estadios radiológicos y funcionales más
avanzados.
Hemos demostrado que, utilizando la técnica de lEí con sustrato de
placenta humana, se pueden detectar los anticuerpos anti-Sa con un patrón
de fluorescencia característico y reproducible. La técnica de detección es
semicuantitativa.
Actualmente, los anticuemos anti-Sa se pueden detectar mediante
tres técnicas diferentes : IB, ELISA e lEí.
El IB permitió inicialmente detectar anticuerpos frente al antígeno
Sa degradado, reconociendo una proteína dc 48 KD y sus productos de
degradación, utilizando como extractos placenta o bazo humanos. Estos
anticuerpos frente al antígeno Sa degradado son específicos de AR, ya que
no se detectan en pacientes con otras enfermedades autoinmunes del tejido
conectivo, teniendo por tanto valor diagnóstico. Los anticuerpos anti-Sa
detectados por IB pueden aparecer precozmente, sufriendo fluctuaciones a
lo largo de la evolución de la enfermedad. (206). Su aparición coincide
con las exacerbaciones clínicas y se asocia con una mayor incidencia de
manifestaciones extraarticulares, en particular, con la presencia de
Discusión 1231¿-
nódulos reumatoideos, enfermedad pulmonar, SS y amiloidosis. En
conclusión, tienen valor diagnóstico y pronóstico (206). Sin embargo, el
IB es una técnica muy laboriosa y no permite el procesamiento simultáneo
de un gran número de muestras, requiriendo personal experimentado
tanto en la realización de la técnica como en la identificación del patrón
de bandas característico.
El ELISA, desarrollado recientemente por nuestro grupo de trabajo
(207), permite la detección de anticuerpos dirigidos contra el antígeno Sa
nativo. Estos anticuerpos anti-Sa nativo se han detectado tanto en
pacientes con AR como en pacientes con LES. Por consiguiente, el ELISA
es una técnica de gran sensibilidad pero de menor especificidad respecto
al IB. En enfermos con AR, las manifestaciones clínicas de los pacientes
con anticuerpos anti-Sa detectados por ELISA son similares a las de los
pacientes con anticuemos anti-Sa detectados mediante IB. Los pacientes
con LES y anticuerpos anti-Sa detectados mediante ELISA presentan un
mayor grado de afección articular respecto al resto de pacientes con LES
(207). La técnica de ELISA es un método rápido y sencillo que permite la
cuantificación de los anticuemos anti-Sa, siendo útil para la
monitorización y seguimiento de los pacientes.
La técnica de lEí sobre sustrato de placenta humana a término,
desarrollada en este trabajo, permite la detección de anticuerpos anti-Sa
dirigidos contra el antígeno Sa nativo. Esta técnica ha permitido
comprobar la localización citoplasmática, y específicamente mitocondrial,
del antígeno Sa, identificando un patrón de fluorescencia característico de
los anticuerpos anti-Sa en el citoplasma de las células que forman el
sincitiotrofoblasto de las vellosidades coriónicas. Al igual que el IB, los
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anticuerpos anti—Sa detectados por ¡FI se asocian con una enfermedad más
grave y con mayor incidencia de manifestaciones extraarticulares. Con
respecto a las técnicas de ELISA e IB, la lEí tiene la gran ventaja de ser
una técnica altamente sensible y fácil de realizar en la práctica diaria del
laboratorio. Permite además un análisis semicuantitativo en la detección
de los anticuemos anti-Sa. Al igual que la técnica de IB, requiere para su
interpretación personal debidamente entrenado.
En la actualidad, los datos disponibles sugieren que el ELISA
podría ser la técnica de uso para el despistaje de los anticuemos anti-Sa.
Dicha técnica permitiria detectar y cuantificar los anticuerpos anti-Sa en
poblaciones amplias de pacientes. Sin embargo, para su empleo en la
práctica clínica, deben estandarizarse los métodos de purificación de
antígeno Sa, realizando la técnica de ELISA, tanto con antígeno Sa
degradado como con antígeno Sa nativo, de forma independiente. En el
caso de la existencia de anticuerpos dirigidos contra el antígeno Sa
degradado, la técnica idónea de confirmación será el IB, y en el caso de la
existencia de anticuerpos dirigidos frente al antígeno Sa nativo, la ¡FI.
La detección de anticuerpos frente al antígeno Sa degradado
mediante las técnicas de ELISA e IB puede tener utilidad para el
diagnóstico serológico de AR en la población general. Además, permite
seleccionar un grupo de pacientes con enfermedad grave que requiere un
tratamiento mucho más agresivo. Es posible también que la cuantificación
de estos anticuerpos sea útil para monitorizar la respuesta terapéutica.
La detección de anticuerpos frente al antígeno Sa nativo mediante
las técnicas de ELISA e lEí pueden permitir definir un subgrupo de
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pacientes con LES y artritis grave, si bien es menos útil en el diagnóstico
de AR por su menor especificidad. Creemos interesante analizar en el
futuro la incidencia de anticuerpos anti-Sa nativo, detectados mediante
ELISA e lEí, en otras conectivopatías. Los resultados preliminares (207>.
utilizando ELISA, sugieren que únicamente aparecen en AR y LES. por
lo que, de confirmarse mediante ELISA e lEí, los anticuerpos anti-Sa
nativo constiituirian un marcador del síndrome de solapamiento AR-LES.
Un posible algoritmo útil en el diagnóstico precoz de AR podría ser
el que se muestra en la figura 11. aunque se necesita realizar nuevos
estudios para su confirmación.
La secuenciación, identificación y clonaje del antígeno Sa, permitirá
averiguar si es realmente un antígeno mitocondrial, como indican
nuestros resultados preliminares, y proveerán de los instrumentos
necesanos para estudiar sus características y funciones biológicas. Estos
conocimientos pueden ayudar a desarrollar nuevos métodos de detección
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La técnica de ¡FI sobre cortes congelados de placenta humana a
término permite la detección de anticuerpos anti-Sa.
2.- El patrón de IFI anti-Sa es citoplasmático, siendo diferente de
los patrones citoplasmáticos conocidos en las enfermedades autoinmunes.
en particular del patrón anti-mitocondria (M2).
3.- El patrón de fluorescencia característico de los anticuerpos anti-
Sa se detecta en el citoplasma de las células que forman el
sincitiotrofoblasto de las vellosidades coriónicas, formando un patrón
citoplasmático nuevo, que hemos denominado “anular sincitial”.
4.- Los anticuerpos anti-Sa reaccionan en IB con una fracción
citoplasmática de placenta humana, rica en mitocondrias. La adsorción
con extracto total de mitocondrias de placenta humana elimina la tinción
de fluorescencia, lo que sugiere que el antígeno Sa es de localización
mitocondrial.
5.- La concordancia entre ¡FI e IB es del 75%. Las discordancias
observadas pueden deberse a que la IFI detecta únicamente anticuerpos
diriEidos frente al antígeno Sa nativo, y el IB anticuerpos dirigidos frente
el antígeno Sa degradado.
6.- Los resultados obtenidos mediante ¡FI en pacientes con AR son
similares a los obtenidos mediante IB en cuanto a las manifestaciones
clínicas asociadas. Los pacientes con IR positiva presentan un aumento
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significativo de FR, anemia y manifestaciones renales, así como
mayor severidad en las lesiones radiológicas y en la limitación funcional.
7.- La técnica de IFI para la detección de anticuerpos
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